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10let-SBT1 – preiskovanci z več kot deset let trajajočo sladkorno boleznijo tipa 1  
8-NO2-Gua – 8-nitro-gvanin 
8-OH-dG – 8-hidroksi-2-deoksigvanozin 
ADA – Ameriško združenje za sladkorno bolezen; angl. American Diabetes Association 
AGE – napredni produkti glikacije  
Ago – proteini Ago  
APC – antigen predstavitvene celice (monociti, nevtrofilci in DC)  
APC* - konjugat z molekulo alofikocianinom  
BCR – receptor celic B 
CD – označevalec celične pripadnosti 
CD69 – označevalec celične pripadnosti tranzicijske faze, zgodnji označevalec proliferacije 
CD107a – označevalec celične pripadnosti degranulacije citotoksičnih celic 
cDNA – komplementarna DNA 
Celice NK CD56+ – naravne celice ubijalke z izraženim označevalcem celične pripadnosti 56 
Celice T CD4+ – celice T pomagalke (limfociti T) z izraženim označevalcem celične 
pripadnosti 4  
Celice T CD8+ – celice T ubijalke (limfociti T) z izraženim označevalcem celične 
pripadnosti 8  
CRP – reaktivni protein C 
CTLA-4 – gen citotoksičnega T limfocitnega proteina 4 
DC – dendritične celice 
DNA – deoksiribonukleinska kislina 
DOTAP – N-[1- (2,3-Dioleoiloksi)propil]-N,N,N-trimetilamonijev metil-sulfat 
DOTAP/miRNA – miRNA kompleks z DOTAP sintetičnimi vezikli 
dsRNA – dvoverižno zaporedje RNA 
ELISA – encimskoimunski test 
FAM – 6'karboksifluorescin 
FDR – delež napačnih zadetkov 
FITC - konjugat z molekulo fluorescin izotiocianata  
GAD65 – dekarboksilaza glutaminske kisline 65 
GLUT1, GLUT4 – glukozni transporterski proteini 1, 4 




GPx – glutation S-transferaza 
GV – glukozna oziroma glikemična variabilnost 
GWAS – asociacijske analize na celotnem genomu  
HbA1c – glikiran hemoglobin 
HLA – geni človeških poglavitnih histokompatibilnostnih kompleksov 
HPLC – tekočinska kromatografija visoke ločljivosti 
HPV – Humani papiloma virusi 
hs-CRP – visoko občutljiv reaktiven protein C 
IA-2 (tudi PTPRN22) – tirozin fosfataza 22 
IFN(-alfa) – interferon (alfa) 
IL2RA/ IL2Rα /CD25 – alfa-veriga interleukinskega receptorja 2  
INS – inzulin 
KOEDBP – Klinični oddelek za endokrinologijo, diabetes in bolezni presnove Pediatrične 
klinike 
lncRNA – daljše nekodirajoče RNA  
MHC – človeški histokompatibilnostni kompleksi 
miRNA – mikro RNA 
mRNA – informacijska RNA  
MS – masna spektrometrija  
NGS – metoda naslednje generacije sekvenciranja 
NK – naravne celice ubijalke 
NOD-miške – transgenske miške z nedebelostjo povezano s sladkorno boleznijo 
nSBT1 – novoodkriti preiskovanci s sladkorno boleznijo tipa 1 
PBS – fosfatni pufer 
PCR – verižna reakcija s polimerazo 
PE – konjugat z molekulo fikoertrina  
PEG – polietilen glikol 
PerCP 5.5 - konjugat z molekulo peridinin klorofilnim proteinom s cianinskim barvilom 5.5 
piRNA – piwi-interakcijske RNA 
qPCR – verižna reakcija s polimerazo v realnem času 
RCS – reaktivne ogljikove zvrsti 
RNA – ribonukleinska kislina 
RNS – reaktivne dušikove zvrsti 
ROS – reaktivne kisikove zvrsti 




RS – reaktivne zvrsti, tudi reaktivne spojine 
rTL – relativne dolžine telomer 
SB – sladkorna bolezen 
SBT1 – sladkorna bolezen tipa 1 
SBT2 – sladkorna bolezen tipa 2 
snRNA – majhne jedrne RNA 
ssRNA – enoverižno zaporedje RNA 
TCR – receptorji celic T 
Teff – efektorske celice T 
TEM – transmisijska elektronska mikroskopija 
TERC – matrično zaporedje RNA v TERT 
TERT – RNA-proteinski kompleks reverzne transkriptaze  
TGF-α in TGF-ß – tumorski rastni faktor alfa / beta 
TL – dolžine telomer 
TLR3 / TLR7 / TLR8 – Tollu podobni receptorji 3/7/8 
TLR7/8 – receptorji TLR7 in/ali TLR8 
trajanje SBT1/starost – razmerje med trajanjem SBT1 in starostjo preiskovancev s SBT1 
Treg – regulatorne celice T 
ZK – zdravi preiskovanci (kontrolni preiskovanci) 
ZnT8 – cinkovi prenašalni proteini 8  
ZV – zunajcelični vezikli 
ZV-miRNA – miRNA zunajceličnih veziklov 
ZV-RNA – RNA zunajceličnih veziklov  







Sladkorna bolezen tipa 1 nastane kot posledica avtoimunskega uničenja celic beta 
Langerhansovih otočkov trebušne slinavke, ki izločajo glavni anabolni hormon inzulin. Zaradi 
pomanjkanja lastnega hormona inzulina so osebe s sladkorno boleznijo tipa 1 primorane 
doživljenjsko prejemati zdravljenje z dodajanjem eksogenih odmerkov inzulina in dosledno 
izvajati meritve krvnega sladkorja, s čemer lahko preprečijo oziroma odložijo nastanek zapletov 
sladkorne bolezni. Vzrok nastanka avtoimunosti še vedno ni pojasnjen, med drugim tudi zaradi 
pomanjkanja bioloških označevalcev za zgodnje odkrivanje bolezni in zaradi tkivne 
nedostopnosti celic beta Langerhansovih otočkov v človeškem organizmu. Zunajcelični vezikli 
so majhne sferične strukture, ki jih celice izločajo v zunajcelični prostor z namenom celične 
komunikacije in usklajenega delovanja organizma. Poleg vloge pri zagotavljanju normalnega 
delovanja organizma lahko zunajcelični vezikli in miRNA sodelujejo tudi pri patogenezi 
številnih bolezni. Z doktorskim delom smo poskušali opredeliti zunajcelične vezikle kot 
potencialne biološke označevalce in posrednike pri nastanku sladkorne bolezni tipa 1.  
 
METODE 
Prisotnost zunajceličnih veziklov v izolirani frakciji krvne plazme z verjetnim izvorom iz celic 
beta Langerhansovih otočkov smo dokazovali z označevanjem vzorcev s specifičnimi 
protitelesi in slikanjem s transmisijsko elektronsko mikroskopijo. Z metodo sekvenciranja 
naslednje generacije smo določali miRNA zunajceličnih veziklov izoliranih iz krvne plazme 
desetih posameznikov s sladkorno boleznijo tipa 1 ob izbruhu bolezni, desetih posameznikov z 
več kot deset let trajajočo boleznijo in desetih zdravih preiskovancev. Z namenom opredelitve 
miRNA zunajceličnih veziklov, ki so prisotni v krvni plazmi ob intenzivnem propadu celic beta, 
smo kronološko analizirali tudi vzorce zunajceličnih veziklov izoliranih iz krvne plazme dveh 
transplantirancev Langerhansovih otočkov. Vpliv izbranih različno izraženih miRNA smo 
določali z in vitro testiranjem na vzorcih polne krvi, pri čemer smo spremljali izražanje 
označevalca zgodnje aktivacije CD69 in citotoksičnosti CD107a celic imunskega sistema s 
pretočno citometrijo. S fluorescenčno označeno miRNA smo s pretočno citometrijo in 
fluorescenčno mikroskopijo opredeljevali kopičenje veziklov v krvnih celicah imunskega 
sistema. Aktivacijo krvnih celic imunskega sistema ob izpostavitvi z miRNA s sintetičnimi 
vezikli smo utišali z dodatkom inhibitorja endosomalnih TLR7/8 receptorjev in predpostavili 




potencialen model učinkovanja miRNA zunajceličnih veziklov na imunski sistem. Pri 
preiskovancih s sladkorno boleznijo tipa 1 smo dodatno opredelili tudi dolžine telomer, ki so 




S transmisijsko elektronsko mikroskopijo smo dokazali prisotnost zunajceličnih veziklov v 
krvni plazmi, ki potencialno izvirajo iz celic beta Langerhansovih otočkov, kar nakazuje na 
možno komunikacijo celic beta z drugimi tkivi v človeškem telesu. S sekvenciranjem naslednje 
generacije smo določili različno izražene miRNA pri preiskovancih s sladkorno boleznijo tipa 1 
in intenzivnemu propadu celic beta ob transplantaciji Langerhansovih otočkov. Na podlagi 
rezultatov primerjalnih analiz izražanja miRNA smo izbrali osem zvrsti miRNA (hsa-miR-122-
5p, hsa-miR-192-5p, hsa-miR-193b-5p, hsa-miR-185-5p, hsa-miR-195-3p, hsa-miR-455-5p, 
hsa-miR-375-3p, hsa-miR-129-5p), ki smo jih s sintetičnimi vezikli izpostavili nativnim krvnim 
celicam oseb s sladkorno boleznijo tipa 1 in zdravih preiskovancev pri in vitro pogojih, kar je 
povzročilo aktivizacijo celic imunskega sistema. Aktivacija imunskega sistema se je odražala s 
povečanim izražanjem zgodnjega označevalca aktivacije CD69 in citotoksičnosti CD107a celic 
T CD4+ in CD8+ in naravnih celic ubijalk CD56+. Pokazali smo, da se vezikli preferenčno 
kopičijo v fagocitnih krvnih celicah, kjer se nahajajo TLR7 in TLR8 receptorji, ki so 
najverjetneje odgovorni za prepoznavanje vezikularnih miRNA. Vpletenost TLR7 in TLR8 
smo dokazovali s TLR7/8 inhibitorjem klorokinom, ki je ob stimulaciji celic imunskega sistema 
z miRNA in sintetičnimi vezikli znižal aktivacijski odziv. Prepoznavanje človeških miRNA 
zunajceličnih veziklov v endosomalni poti fagocitnih celic s TLR7 in TLR8 sproži imunski 
odziv in aktivacijo efektorskih celic imunskega sistema. Rezultati naših raziskav so pokazali 
tudi razlike v izražanju miRNA, katerih vloga je že bila vpisana pri regulaciji dolžin telomer. 
Dolžine telomer pri preiskovancih s sladkorno boleznijo tipa 1 s slabo glikemično urejenostjo 
so se krajšale hitreje kot pri preiskovancih z dobro glikemično urejenostjo, k čemur so morda 
pripomogle tudi miRNA zunajceličnih veziklov. 
 
ZAKLJUČEK 
Rezultati naše raziskave nakazujejo na pomembno vlogo človeških miRNA pri regulaciji 
imunskega sistema in staranja organizma. miRNA zunajceličnih veziklov so lahko udeležene 
pri aktivaciji imunskega sistema in lahko pripomorejo k nastanku začetnega vnetja 
Langerhansovih otočkov. Človeške miRNA tako lahko sodelujejo pri razvoju avtoimunosti in 




nastanku sladkorne bolezni tipa 1. Raziskava dodatno razkriva potencialne tarče za 
preprečevanje in zdravljenje sladkorne bolezni tipa 1. 
 
  







Type 1 diabetes is caused by autoimmune destruction of Langerhans islets' beta-cells, resulting 
in an absolute lack of one’s own insulin. Hence, individuals with type 1 diabetes require a 
life-long intensive exogenous insulin therapy with glucose monitoring to prevent the 
development of diabetes-related complications, which can dramatically shorten their lifespan. 
The cause of type 1 diabetes is still unknown due to a lack of biomarkers and difficulties in 
gaining the insight into beta-cells functioning during the developmental stages of the disease. 
With their molecular cargo extracellular vesicles can modulate a target cell response and may 
affect the pathogenesis of the diseases. The extracellular vesicles containing miRNAs are often 
studied as disease biomarkers, but rarely as mediators of development of the disease. The role 
of extracellular vesicles derived miRNAs in type 1 diabetes is currently not well established. 
Our work aimed to evaluate the extracellular vesicles as biomarkers in type 1 diabetes and 
evaluate their role in the modulation of the immune system in the development of the disease. 
 
METHODS 
Transmission electron microscopy and vesicle labelling with specific antibodies was used to 
characterize the extracellular vesicles originating from insulin-producing pancreatic beta-cells 
in blood plasma. In the next step, differentially expressed extracellular vesicles’ miRNAs were 
evaluated using the next-generation sequencing approach in ten individuals with type 1 diabetes 
at the disease onset, ten individuals with ten-years duration of the disease, and ten healthy 
controls. To assess the extracellular vesicle miRNAs in intensive beta-cell destruction, 
Langerhans islet transplantation individuals’ chronological blood plasma samples were 
sequenced and analysed. Eight differentially expressed miRNAs in type 1 diabetes and 
Langerhans islets destruction were selected for the in vitro immunomodulation testing with the 
synthetic vesicle delivery system on the whole blood samples. Flow cytometry was applied to 
evaluate the immune system activation with the detection of CD107a degranulation and CD69 
early activation markers on CD4+ and CD8+ T-cells and CD56+ NK cells. The vesicle miRNA 
accumulation in the cells of the immune system was evaluated with microscopy and flow 
cytometry after the whole blood cells exposure to synthetic vesicles and fluorescent labeled 
miRNA. The endosomal TLR7/8 inhibition in the transfection experiments was performed to 
evaluate the role of these receptors in the recognition of extracellular vesicle delivered miRNA 
in the immune system activation. Additionally, miRNAs regulate telomere lengths in the cells 




of a human organism and these are biomarkers of oxidative stress and organsim aging. 




Transmission electron microscopy imaging confirmed Langerhans islets beta-cell-released 
extracellular vesicles in the blood plasma and potential beta-cells’ communication with other 
tissues. Based on the next-generation sequencing differential expression analysis results, eight 
significantly differentially expressed miRNA in type 1 diabetes and Langerhans transplantation 
individuals were selected (hsa-miR-122-5p, hsa-miR-192-5p, hsa-miR-193b-5p, hsa-miR-185-
5p, hsa-miR-195-3p, hsa-miR-455-5p, hsa-miR-375-3p and hsa-miR-129-5p). The selected 
differentially expressed miRNA delivered with synthetic vesicles to the whole blood samples 
from participants with type 1 diabetes and healthy controls showed the immunomodulation 
activity with the overexpression of an early activation marker CD69 and a cytotoxicity marker 
CD107a on CD4+ and CD8+ T-cells and CD 56+ NK cells. The phagocytic cells accumulated 
vesicles with miRNAs in the endolysosomal pathway, where TLR7 and TLR8 were expressed. 
The potential involvement of the endolysosomal TLR7/8 in the activation of the immune system 
was shown with the endosomal TLR7/8 inhibitor chloroquine, which effectively inhibited a 
vesicle delivered miRNAs activation. The sequencing results also revealed differentially 
expressed miRNAs, whose role was reported in the telomere length regulation. The telomere 
length erosion in the individuals with type 1 diabetes with poor glyceamic control was 
accelerated compared to the good glycemic controlled individuals.  
 
SUMMARY 
Our results illustrate miRNAs derived from human blood plasma extracellular vesicles as 
modulators of the immune system in type 1 diabetes autoimmunity, providing a potentially new 
insight into the pathogenesis of the disease, and novel molecular targets for intervention and 
type 1 diabetes prevention. 
 
  





1.1 Trebušna slinavka, Langerhansovi otočki in inzulin 
Inzulin je glavni anabolni hormon v človeškem organizmu. Izločajo ga celice beta, ki se 
nahajajo v Langerhansovih otočkih trebušne slinavke. Količina celic beta se lahko med 
posamezniki močno razlikuje in pri odraslem znaša od 500 do 1500 mg, kar v povprečju 
predstavlja 109 celic beta (1). Poleg celic beta se v Langerhansovih otočkih nahajajo še celice 
alfa, ki izločajo hormon glukagon, celice delta, ki izločajo somatostatin, celice epsilon, ki 
izločajo grelin, in celice PP, ki izločajo pankreatični peptid (2,3).  
V celicah beta se inzulin sintetizira na ribosomih endoplazemskega retikuluma v obliki 
preproinzulina. Prepeptidni signalni del usmeri preproinzulin v endoplazemski retikulum, kjer 
nastopi cepitev prepeptidnega signalnega dela (24 aminokislin) in tvorba proinzulina z 
nastankom treh disulfidnih vezi znotraj polipeptidne verige. Iz endoplazemskega retikuluma 
preide proinzulin v Golgijev aparat, kjer poteče cepitev proinzulina s peptidazami in nastanek 
''zrelega'' inzulina ter oblikovanje izločevalnih granul. Končna zrela aktivna molekula inzulina 
je sestavljena iz verig A in B, ki sta povezani z disulfidnimi vezmi. Ob peptidazni cepitvi 
proinzulina v Golgijevem aparatu se sprosti 31 aminokislin dolg C-peptid, ki se ga v klinični 
praksi uporablja pri diagnostiki sladkorne bolezni (SB) za določanje ohranjenosti aktivnosti 
celic beta (3,4). V izločevalnih granulah se nahaja inzulin, močno skoncentriran večinoma v 
kristalni strukturi, nanizan s šestimi molekulami okoli cinkovega iona. Celice beta vsebujejo 9 
– 13 000 izločevalnih granul inzulina, ki so v povprečju velike 350 nm in vsebujejo povprečno 
8 fg inzulina (2). Izločanje inzulinskih granul sproži povečana koncentracija glukoze, ki iz krvi 
vstopi v celice beta preko glukoznih transporterskih proteinov GLUT1. V celicah beta vstopi 
glukoza v glikolizno pot, ki povzroči spremembo ravnotežja ATP/ADP in s tem spremembo 
celičnega membranskega potenciala zaradi zaprtja ATP-odvisnih K+ kanalčkov (5). 
Sprememba celičnega membranskega potenciala povzroči vdor kalcija v celice beta in 
sproščanja inzulina iz inzulinskih granul v medcelični prostor, kjer inzulin preide v kri in do 
tarčnih celic (5). Inzulin deluje endokrino na tarčne celice z vezavo na inzulinske receptorje in 
povzroči povečano izražanje glukoznih transporterjev GLUT4, kar omogoči povečan vnos 
glukoze v celice in s tem znižanje koncentracije glukoze v krvi (4). Poleg tega 
najpomembnejšega učinka na homeostazo krvnega sladkorja inzulin učinkuje tudi na presnovo 
proteinov in maščob. 
Potrebe po izločanju inzulina se med posamezniki razlikujejo. Za doseganje normoglikemije 
atleti izločajo 2–3-krat manj inzulina kot povprečni posamezniki, medtem ko ljudje s 




prekomerno telesno težo v primerjavi z ljudmi z normalno telesno težo izločijo 2–5-krat več 
inzulina. Izločanje inzulina je močno povečano tudi med nosečnostjo (2–4-krat) (3).  
 
 
1.2 Sladkorna bolezen 
SB oziroma diabetes mellitus je presnovna bolezen, za katero je značilno stanje kronične 
hiperglikemije, ki je posledica propada celic beta trebušne slinavke ali okvar pri izločanju in 
delovanju inzulina (6). Pomanjkanje inzulina in neobčutljivosti na njegovo delovanje vpliva na 
presnovo ogljikovih hidratov, maščob in proteinov in z neustreznim zdravljenjem vodi do 
razvoja akutnih in kroničnih zapletov ter s tem do poslabšanja kakovosti življenja oseb s SB 
(6).  
SB delimo na več tipov (6): 
 Sladkorna bolezen tipa 1 (SBT1) nastane zaradi avtoimunskega propada celic beta 
trebušne slinavke, kar povzroči v večini primerov absolutno pomanjkanje inzulina. 
Osebe s SBT1 predstavljajo 5–10 % vseh ljudi s SB. Bolezen večinoma izbruhne v 
otroškem in mladostniškem obdobju. 
 Sladkorna bolezen tipa 2 (SBT2) nastane kot posledica napredujočega propada celic 
beta zaradi inzulinske rezistence. Za to obliko SB je obolelih 90–95 % vseh oseb s SB. 
Bolezen se večinoma pojavlja v odraslem obdobju, ponekod pogosteje tudi v mlajši 
odrasli populaciji kot posledica ekstremne debelosti. 
 Nosečnostna sladkorna bolezen se pojavlja med nosečnostjo. Bolezen običajno izgine 
po končani nosečnosti, obstaja pa povečano tveganje ponovnega pojava bolezni kot 
SBT2 v starostnem obdobju. 
 Monogenske oblike sladkorne bolezni, ki predstavljajo 1-6% vseh oblik te bolezni, 
lahko nastopijo ob rojstvu kot prehodna ali trajna sladkorna bolezen, lahko pa se 
pojavljajo v družinah (zrelostna oblika diabetesa pri mladih - MODY). 
 Obstajajo tudi druge specifične oblike sladkorne bolezni, ki nastanejo kot posledica 
delovanj zdravil, kemičnih snovi, bolezni eksokrinega pankreasa in okvar genov, v 
okviru sindromskih stanj (npr. sindroma Wolcott-Ralinson ali Wolfram). 
 
Po podatkih Svetovne zdravstvene organizacije naj bi že leta 2014 zbolelo za SB več kot 422 
milijonov ljudi (7), vendar se predvideva, da je oseb s SB še mnogo več in po podatkih 
Mednarodnega združenja za sladkorno bolezen (angl. International Diabetes Federation) naj 




bi število oseb s SB že leta 2017 preseglo 425 milijonov (8). Pri veliko obolelih s SB bolezen 
ni diagnosticirana. Po pričakovanjih se bo število obolelih s SB še povečevalo, saj je ocenjena 
letna incidenca 9 %, in bo tako po predvidevanjih število oseb s SB leta 2045 lahko doseglo 
celo 629 milijonov (8). Slovenija se po obolevnosti ne razlikuje bistveno od drugih držav EU 
in na žalost se tudi pri nas število posameznikov s SB zvišuje, posebej izrazito tudi incidenca 
SBT1, skoraj 5% letno. Zaradi posledic sladkorne bolezni in bolezni, povezanih s povišanimi 
ravnmi glukoze v krvi, je po ocenah leta 2016 na svetu umrlo 4 milijone ljudi, kar predstavlja 
smrt ene osebe s SBT1 vsakih sedem sekund (8).  




1.3 Sladkorna bolezen tipa 1 
SBT1 nastopi večinoma v otroštvu in mladostniškem obdobju, redkeje zbolijo tudi odrasli (9). 
To obliko SB ima približno 10 % vseh oseb s SB, pri otrocih in mladostnikih pa predstavlja nad 
90 % vseh odkritih primerov SB (6). Obolevnost za SBT1 je nekoliko višja pri dečkih kot pri 
deklicah (10,11). Čeprav je SBT1 značilna za otroško populacijo, zadnje raziskave kažejo, da 
se bolezen verjetno pojavlja tudi pri odraslih, vendar pa bolezen pogosto ni prepoznana kot 
SBT1 zaradi pomanjkljivega določevanja avtoimunskih protiteles in rizičnih genetskih alelov 
(9). 
Glede na izvor delimo SBT1 na dva podtipa: avtoimunsko in idiopatsko obliko SBT1 (12). 
Avtoimunska oblika SBT1, kot že samo ime pove, nastane zaradi avtoimunskega propada celic 
beta trebušne slinavke. Izvor avtoimunske oblike SBT1 je verjetno poligenski, vendar obstajata 
tudi dva redka monogenska avtoimunska sindroma: avtoimunski poliglandularni sindrom tipa 1 
(APS-1), in X-vezan sindrom imunske disregulacije, poliendokrinopatije, enteropatije (IPEX). 
Pri obeh redkih bolezenskih stanjih nastane SBT1 kot posledica sindroma, ki je genetsko 
vzročno povezan z znanimi genetskimi spremembami (6,13,14). 
Izvor idiopatske oblike SBT1 je neznan in predstavlja le majhen del oseb s SBT1 (12,15). 
Posamezniki z idiopatsko obliko SBT1 ne kažejo avtoimunskih znakov propada celic beta. 
Bolezen se lahko izraža epizodično, in se verjetno deduje nevezano z geni človeških 
histokompatibilnostnih kompleksov (HLA) (15). 
Čeprav SBT1 izbruhne nenadno v zgodnjem življenjskem obdobju, najverjetneje od začetka 
procesa avtoimunosti in propadanja celic beta ter do izbruha bolezni mine več let, saj imajo 
celice beta veliko regeneracijsko sposobnost, avtoimunski kloni pa pri osebah s SBT1 niso 
močno zastopani. Pri odraslih osebah s SBT1 je navadno propad celic beta trebušne slinavke 
počasnejši in vključuje obdobja remisije in obdobja z nezadostnim endokrinim izločanjem 
inzulina, v katerih je potrebna nadomestna terapija z eksogenimi odmerki inzulina (15). Ob 
postavitvi diagnoze ima oseba navadno uničenih že več kot 90 % celic beta trebušne slinavke 
in je posledično izločanje inzulina premajhno za zagotovitev normoglikemije oseb s SBT1 
(10,16). Poleg hiperglikemije se SBT1 ob izbruhu bolezni običajno izrazi s spremljajočo 
poliurijo, polidipsijo, polifagijo, izčrpanostjo, izgubo telesne teže ter zmanjšano imunsko 
odpornostjo. Zaradi pomanjkanja inzulina in hiperglikemije lahko izbruh SBT1 spremlja tudi 
akutna diabetična ketoacidoza, v redkih primerih tudi koma (6).  
  




1.3.1 Prepoznavanje sladkorne bolezni tipa 1 
Po priporočilih Ameriškega združenja za sladkorno bolezen (ADA; angl. American Diabetes 
Association), ki podaja priporočila za vodenje sladkorne bolezni, po katerih se zgledujemo tudi 
v Sloveniji, zdravnik potrdi SB, če preiskovanec ustreza vsaj enemu pogoju (6):  
 koncentracija glikiranega hemoglobina v krvi (HbA1c) je višja ali enaka 6,5 %, 
 koncentracija glukoze v krvi po 8 urah teščosti je višja ali enaka 7 mmol/L, 
 koncentracija glukoze je pri oralnem glukoznem tolerančnem testu po 2 urah nad 11 
mmol/L,  
 če preiskovanec kaže znake hiperglikemije ali hiperglikemične krize in je koncentracija 
naključno merjenje glukoze 11,1 mmol/L ali več. 
Pri izmerjenih nejasnih oziroma mejnih vrednostih je zahtevana ponovitev meritev kliničnih 
parametrov (6). 
 
1.4 Etiologija sladkorne bolezni tipa 1 
Etiologija SBT1 vključuje več različnih dejavnikov tveganja za razvoj SBT1, vendar še vedno 
ni znano, kaj je ključen sprožitveni dejavnik za njen razvoj. Najbolj sprejeta teorija nastanka 
SBT1 je ojačevalna teorija, ki vključuje okoljske in genetske dejavnike, ki skupaj privedejo do 
nastanka bolezni. Genetski dejavniki naj bi pri osebah s SBT1 povečevali dovzetnost in 
občutljivost na okoljske dejavnike, ki v celicah Langerhansovih otočkov sprožijo celično 
neravnovesje in sprožijo začetek avtoimunskega procesa, ki privede do avtoimunskega propada 
celic beta in nastanka SBT1(10,17). 
Nastanek avtoimunosti je najverjetneje posledica enkratnega dogodka, ki povzroči napako v 
prepoznavanju antigenov in privede do nastanka avtoimunosti. Avtoimunsko posredovano 
uničenje celic beta naj bi bil dokaj počasen proces, ki lahko traja več let. Hitrost razvoja in 
nastanka SBT1 se razlikuje od osebe do osebe. Bolezen se izrazi z značilnimi znaki SB (slabo 
počutje, polidipsija, poliurija, polifagija idr.), ko kritična masa celic beta ne more zagotavljati 
zadostnih količin inzulina (10,16,17).   




1.4.1 Genetski dejavniki sladkorne bolezni tipa 1 
SBT1 je poligenska bolezen, pri kateri genetske spremembe v nekaterih genih povečujejo 
tveganje za razvoj bolezni. Največji doprinos h genetski etiologiji ima regija HLA, ki se nahaja 
na p21 kraku kromosoma 6 in nosi zapise genov HLA razreda I, II in III, ki so povezani s 
številnimi avtoimunskimi obolenji (12,17). Vloga genov HLA je izražanje človeških 
histokompatibilnostnih kompleksov (molekul MHC), ki posredujejo pri predstavitvi antigenov 
celicam T z vezavo na receptorje celic T (TCR). Molekule MHC tipa I izražajo vse celice v 
našem organizmu, njihova vloga je predstavljanje znotrajceličnih antigenov generiranih v 
endolizosomalni poti, celicam T CD8+ (celice T ubijalke z izraženim označevalcem celične 
pripadnosti 8; CD: označevalec celične pripadnosti). Molekule MHC tipa II izražajo antigen 
predstavitvene celice (APC: monociti, nevtrofilci in dendritične celice (DC)), ki predstavljajo 
antigene celicam T CD4+ (celice T pomagalke z izraženim označevalcem celične pripadnosti 
4) in aktivirajo imunski sistem ter nastanek plazmatk, ki sproščajo protitelesa proti antigenom 
(18–20). 
Največje tveganje za razvoj SBT1 predstavljajo aleli gena HLA razreda II, ki s svojimi 
genetskimi spremembami povečajo tveganje za razvoj SBT1 tudi več kot 11-krat (npr. alel 
DRB1*0402, razmerje obetov = 11,4) (21). Največji doprinos k razvoju SBT1 prispevajo 
rizične spremembe genov HLA-DR1 in HLA-DQ1. Najbolj zaščitniški genotip predstavlja 
haplotip DRB1*1501-DQA1*0102-DQB1*0602, ki je precej razširjen v splošni populaciji (do 
20 %) in je prisoten le pri 1 % oseb s SBT1. Najbolj rizičen genotip za razvoj SBT1 pa 
predstavlja heterozigotni haplotip s serološkimi oznakami DR3/4-DQ2/8 oziroma haplotipi s 
serološkimi oznakami DRB1*03-DQB1*0201 (DR3), DRB1*04-DQB1*0302 (DR4), 
DQA1*0301, DQB1*0302 (DR8), QB1*0201 (DQ2), ki so z vsaj enim alelom prisotni pri 80–
90 % oseb s SBT1 (12,17,18,21). V Slovenski populaciji oseb s SBT1 so najpogostejši haplotipi 
HLA DRB1*0301-DQB1*0201, DRB1*0401-DQB1*0302 in DRB1*0402-DQB1*0302, med 
tem ko haplotip DRB1*1501-DQB1*0602 v slovenski populaciji ni pogosto zastopan (22,23). 
Manjši, a še vedno nezanemarljiv vpliv imajo spremembe v genih HLA razreda I, kjer sta alela 
HLA-B*39 in HLA-A*02 povezana z zgodnjim razvojem SBT1. Skupaj s haplotipom 
DR3/DR4-DQ8 povečujeta tveganje za razvoj SBT1. Najpogostejši rizični alel HLA razreda I 
pri SBT1 je alel HLA-A*0201, ki je prisoten pri več kot 60 % oseb s SBT1.  
Poleg genov HLA so znani tudi drugi geni, ki jih povezujejo s povečanim tveganjem za razvoj 
SBT1, vendar imajo ti geni v primerjavi z geni HLA (17,18) manjši vpliv na tveganje za razvoj 
SBT1. 




Gen INS, ki kodira inzulin, se nahaja na kromosomu 11 in ima poleg nekaj polimorfizmov 
visoko polimorfno zaporedje tandemskih ponovitev na 5' koncu gena, ki lahko vplivajo na 
stopnjo izražanja inzulina in povečujejo tveganje za nastanek protiteles proti inzulinu (12,21).  
Gen PTPN22 kodira zapis za tirozinsko fosfatazo 22 (LYP), ki ima negativno regulatorno vlogo 
pri signalizaciji TCR. Genetske spremembe, ki zmanjšujejo izražanje in povzročajo zmanjšano 
aktivnost LYP, se odražajo z zmanjšano imunsko toleranco in povečano avtoreaktivnostjo celic 
T, kar lahko poveča tveganje za nastanek SBT1 (12,21). 
IL2RA nosi zapis za alfa-verigo interleukinskega receptorja 2 (IL2Rα, CD25). IL2RA regulira 
aktivacijo celic T, saj je aktivacija celic T v večini primerov pogojena tudi z aktivacijo IL-2. 
Genetske spremembe in polimorfizmi v IL2RA, povezani s SBT1, se odražajo v zmanjšanem 
izražanju IL2RA, kar zmanjša aktivnost regulatornih celic T in potencialno povečuje zmanjšano 
imunsko toleranco in nastanek avtoimunosti SBT1 (12). 
Gen citotoksičnih T limfocitnih proteinov 4 CTLA-4 ima pomembno vlogo pri negativni 
regulaciji imunskega odziva. Pri osebah s SBT1 so pogostejše genetske spremembe, ki 
zmanjšajo izražanje proteinov CTLA-4, kar se odraža z večjo občutljivostjo celic T (12,21).  
Večina genetskih sprememb, povezanih s SBT1, je bila prepoznana z raziskavami z 
asociacijskimi analizami na celotnem genomu (GWAS), s čimer so bili določeni zgolj rizični 
lokusi (24). Najnovejše tehnike in pristopi v humani genetiki, kot je celotno genomsko 
sekvenciranje, bodo verjetno v prihodnosti omogočili boljšo opredelitev še neznanih 
sprememb, ki jih z GWAS ni bilo moč opredeliti, na večjem delu populacije. Poleg samih 
zarodnih (germinalnih) genetskih sprememb nastajajo pri avtoimunskih boleznih tudi z 
avtoimunskimi boleznimi povezani somatski kloni, ki nosijo specifične klonske genetske 
spremembe. Avtoimunski kloni celic B imajo specifične regije rekombinantne raznolikosti 
VDJ, avtoimunske klonalne razlike pa so bile dokazane tudi v verigah TCR in CDR3 TCR pri 
celicah T CD4+ in CD8+ (25,26). Določanje avtoimunskih klonov v celičnih populacijah 
limfocitov T in B je precej oteženo zaradi nizkega odstotka avtoimunskih klonov glede na 
celokupno populacijo limfocitov. SBT1 sicer velja za poligensko bolezen, pri kateri posamezni 
geni povečajo tveganje za njen razvoj, vendar klonalne spremembe, ki sodelujejo pri uničenju 
celic beta, dajejo bolezni somatski vidik (26,27). 
Določanje genetskih označevalcev SBT1 zaenkrat ne predstavlja doprinosa h kliničnemu 
zdravljenju in preprečevanju SBT1, zato posledično ni priporočil za njihovo klinično določanje. 
Določanje genetskih označevalcev se priporoča pri osebah s SBT1 z visoko družinsko 
pojavnostjo bolezni, pri novorojenčkih s SB in pri oblikah SB v sklopu sindroma zrelostne 




oblike SB pri mladih (MODY; angl. maturity-onset diabetes of the young), pri katerih so v 
patogenezo bolezni vpleteni drugi geni kot pri SBT1 (6).  
 
1.4.2 Okoljski dejavniki sladkorne bolezni tipa 1 
Številne raziskave navajajo različne okoljske dejavnike, ki naj bi sprožili celično neravnovesje 
celic beta in motnje delovanja celic imunskega sistema, kar lahko privede do razvoja 
avtoimunosti. Ker od okužbe do izbruha bolezni navadno preteče več let, je pri SBT1 težko 
opredeliti okoljske dejavnike tveganja in njihov pomen pri nastanku bolezni. Dodatno prepreko 
določanja vpliva okoljskih dejavnikov predstavljajo spremembe celičnega delovanja, ki se 
zgodijo lokalno v somatskih celicah in je do njih težko dostopati (17).  
Znano je, da lahko nastane SBT1 kot stranski neželeni učinek motenj delovanja celic beta pri 
nekaterih zdravilih, kot so interferoni, pentamidin, pirinuron in streptozotocin. (28). 
Kot najpogostejše omenjene moteče okoljske dejavnike se navaja in raziskuje različne virusne 
okužbe, ki s svojo replikacijo motijo delovanje okuženih celic, povzročijo napake v njihovem 
delovanju in lahko z napačno zvitimi lastnimi proteini povzročijo razvoj avtoimunosti (29). 
Virusne infekcije povečujejo tudi izločanje zunajceličnih veziklov, ki predstavljajo idealne 
posrednike za širjenje okužbe ter vplivajo na regulacijo imunskega sistema. Kot potencialne 
viruse tveganja za razvoj SBT1 se navaja enteroviruse, viruse herpesa, citomegaloviruse, 
Epstein–Barr in druge (17,30). 
Tudi bakterijske okužbe lahko potencialno sodelujejo pri nastanku SBT1, potencialno vlogo pri 
nastanku SBT1 pa imajo tudi mikroorganizmi v človeški mikrobioti. S preiskavami človeške 
črevesne mikrobiote so opazili spremembe v populaciji mikrobiote z zmanjšano zastopanostjo 
bakterij rodu Firmicutes in povečano zastopanostjo Bacteroidetes pri novoodkritih osebah s 
SBT1 v primerjavi z zdravimi preiskovanci. Kljub zaznanim spremembam v mikrobioti ni 
pojasnjeno, ali so te spremembe posledice metabolnega neravnovesja ob nastanku SBT1 ali 
imajo potencialen pomen pri nastanku bolezni z regulacijo imunskega sistema in nastankom 
vnetja v Langerhansovih otočkih (31,32). 
Opravljene so bile tudi različne raziskave vpliva prehrane na imunski sistem in posredno na 
razvoj SBT1. Preiskovali so vpliv kravjega mleka, žitnih izdelkov, glutena, vitamina D in 
čistosti vode, vendar nobena raziskava ni dala jasnih zaključkov glede vpliva dejavnikov 
prehrane na razvoj SBT1 (17). Preiskovali so tudi vpliv psihološkega stresa, ekonomskega in 
psihosocialnega načina življenja na nastanek SBT1 (33). Takšne objavljene raziskave so redke, 
poleg tega pa so si rezultati nasprotujoči. 
  




1.5 Avtoimunski propad celic beta trebušne slinavke 
Glede na ojačevalno teorijo nastanka SBT1 genetski dejavniki povečujejo tveganje za razvoj 
SBT1 s povečanjem dovzetnosti posameznikov na vpliv okoljskih dejavnikov, ki povzročijo 
motnje v delovanju celic beta Langerhansovih otočkov ter celic imunskega sistema (17). 
Okoljski dejavniki, kot so kemikalije, bakterijske okužbe in najverjetneje virusne okužbe, 
povzročijo celični stres celic beta, ki privede do povečanega izražanja MHC razreda I (10,34). 
Poveča se tudi sproščanje interferona IFN-alfa, kar skupaj s povečanim izražanjem MHC 
razreda I nakazuje na vpletenost virusnih infekcij, oziroma celičnega neravnovesja pri nastanku 
SBT1. Okoli Langerhansovih otočkov se začnejo kopičiti celice T CD8+, ki prispevajo k 
nastanku inzulitisa, vnetja Langerhansovih otočkov in začetnih številčnejših apoptotskih 
poškodb celic beta (17). Z apoptozo sproščene propadajoče ostanke celic beta sprejmejo in 
odstranjujejo APC, kot so makrofagi, monociti, DC in nevtrofilci, ki se nahajajo v 
Langerhansovih otočkih, pankreatičnemu tkivu ali pankreatičnih tkivnih bezgavkah (34). 
Tkivni makrofagi, ki so normalno prisotni v Langerhansovih otočkih, imajo najverjetneje 
primarno vlogo pri imunskem posredovanju ob začetnem vnetju Langerhansovih otočkov, 
njihovo število pa se s časom razvoja avtoimunosti bistveno ne spreminja (17,35). DC v 
lokalnih pankreatičnih tkivnih bezgavkah lahko zaradi okoljskih dejavnikov napačno 
prepoznajo antigene propadajočih celic beta, ki se sprostijo ob apoptozi celic beta in povzročijo 
nastanek avtoimunskih klonov, usmerjenih proti celicam beta (18,36). Do napake v 
prepoznavanju lahko pride zaradi navskrižne reaktivnosti človeških in virusnih antigenov, kar 
zagovarja teorija molekularnega posnemanja (molekularna mimikrija) (34). Avtoimunski 
proces lahko aktivira tudi posredna aktivacija imunskega sistema (angl. Bystander activation), 
ki ni direktno posredovana preko antigenov in TCR ali aktivacije preko receptorjev B celic 
(BCR), ampak z aktivacijo imunskega sistema preko citokinov, kemokinov in zunajceličnih 
veziklov (34,37,38). Verjetno se podobne spremembe in inzulitisi dogajajo pri večini ljudi, 
vendar pa selekcija klonov in uničenje avtoimunskih klonov v večini primerov odstrani 
avtoimunske klone, kar nevtralizira vnetje, prepreči nastanek bolezni ter omogoči regeneracijo 
celic beta (17). Pri osebah s SBT1 ne pride do odstranitve avtoimunskih klonov, ki nastanejo 
zaradi napak v klonski selekciji, kar povzroči nadaljnji razvoj avtoimunosti. Napake v klonski 
selekciji lahko nastanejo zaradi okoljskih dejavnikov, ki sprožijo metabolni preobrat in 
nastanek provnetnega okolja s povečanim nastajanjem efektorskih celic T (Teff) in zmanjšanim 
nastajanjem regulatornih celic T (Treg) (36). Pri tem se poveča proliferacija celic T CD4+, kar 
sproži pretvorbo celic B v plazmatke, ki začnejo sproščati avtoimunska protitelesa (17,39). 
Najpogosteje se v prvih fazah razvoja avtoimunosti pojavijo protitelesa proti inzulinu, ki so jih 




zaznali pri več kot 95 % oseb v preddiabetičnemu stanju. Poleg aktivacije celic T CD4+ se 
dodatno aktivirajo tudi celice T CD8+, ki se skupaj s celicami T CD4+ in drugimi celicami 
proliferirajo in infiltrirajo v Langerhansove otočke ter tam posredujejo pri uničenju celic beta 
(18,40). S tem se ustvari drugi val propada celic beta, ki ga spremlja močnejše sproščanje 
provnetnih faktorjev interferonov, tumor nekrotizirajočih faktorjev, perforina in avtoantigenov 
(17,34). Sekundarni avtoimunski udar, ki ga spremlja močnejše sproščanje avtoantigenov celic 
beta, povzroči razvoj dodatnih avtoiumunskih klonov plazmatk, s sproščanjem protiteles proti 
GAD65, ZnT8 IA-2 in inzulinu, kar pospeši razvoj in verjetnost nastanka SBT1. Uničenje celic 
beta sovpada z zmanjšanim izločanjem inzulina. Tekom avtoimunskega procesa prihaja tudi do 
povečanja razmerja med Treg in Teff v korist Treg, kar začasno upočasni propad celic beta. 
Zaradi predvidene velike proliferativne sposobnosti celic beta se masa celic beta med intervali 
propada delno regenerira (17). Vsakemu začasnemu izboljšanju sledi naslednji val 
avtoimunskega propada celic beta, ki je vedno bolj uničujoč (17,18,36).  
S časom avtoimunski proces prevlada nad proliferativno sposobnostjo že zmanjšane količine 
celic beta, kar se odrazi s hiperglikemijo in nastopom SBT1. Sledi lahko še kratko obdobje 
izboljšanja in nato dokončen propad večine celic beta ter doživljenjska odvisnost oseb od 
eksogenih odmerkov inzulina (17). Prikaz predpostavljene hipoteze avtoimunosti z vpletenimi 
celicami imunskega sistema pri nastanku SBT1 je prikazan na Sliki 1. 
Kar 90 % oseb s SBT1 ima ob izbruhu bolezni v krvi prisotno vsaj eno vrsto avtoprotiteles, 
značilno za SBT1 (6). Protitelesa proti inzulinu so prisotna pri 95 % osebah v preddiabetičnemu 
stanju in omogočajo poleg opredelitve zgodnjega avtoimunskega delovanja SBT1 tudi 
spremljanje razvoja SBT1 (17). Bolj kot sam titer avtoimunskih protiteles zvišuje tveganje za 
razvoj SBT1 večje število različnih vrst avtoprotiteles, kar nakazuje na vpletenost avtoimunskih 
klonov (6).  
 






Slika 1: (A) Hipoteza razvoja nastanka avtoimunosti SBT1 z 
vpletenimi celicami imunskega sistema. Slika prikazuje 
predviden nastanek in razvoj avtoimunosti z udeleženimi 
dejavniki, celičnimi populacijami imunskega sistema na 
tkivnih nivojih in različnimi stopnjami razvoja SBT1.  
(B) Prikazan je shematski stopenjski potek bolezni, postopno 
propadanje mase celic beta Langerhansovih otočkov, 
spreminjanje populacij regulatorne celice T (Treg) in 
efektorske celice T (Teff) in povečevanje proliferacije celic 








Pri osebah s SBT1 so pri razvoju SBT1 zaznana številna avtoprotitelesa. Najbolj poznana in 
pogosta avtoprotitelesa so reaktivna proti antigenom (39,41): 
 dekarboksilazi glutaminske kisline 65 (angl. autoantibodies to glutamic acid 
decarboxylase, GAD65), 
 tirozinski fosfatazi (angl. autoantibodies to tyrosine phosphatase; IA-2, znana tudi kot 
ICA512 in PTPRN),  
 cinkovimi prenašalnimi proteini 8 (angl. autoantibodies to zinc transporter 8; ZNT8),  
 inzulinu in proinzulinu (angl. insulin autoantibodies; IAA), 
 celicam trebušne slinavke (angl. islet cell autoantibodies, ICA). 
 
Pri postavitvi diagnoze se po priporočilih ADA določa protitelesa proti GAD65, ZnT8 in IA-2 
(6). Določanje avtoprotiteles s serološkimi metodami skupaj z genskimi označevalci omogoča 
določitev napovedne verjetnosti izbruha SBT1 (6,17). Zaradi dokaj redke pojavnosti SBT1 se 
določanje avtoimunskih protiteles in genetskih dejavnikov tveganja SBT1 z namenom 
napovedne verjetnosti SBT1 v klinični praksi ne uporablja. Vseeno pa nekatere raziskave 
kažejo smiselnost ohranjanja preostanka aktivnih celic beta ob izbruhu bolezni z intenzivnim 
zdravljenjem z inzulinom in imunosupresivi, saj naj bi preostanek mase celic beta zmanjšal 
velika nihanja krvnega sladkorja ter preprečil zgoden nastanek zapletov sladkorne bolezni 
(10,39).  
  




1.6 Zdravljenje sladkorne bolezni tipa 1 
Zdravljenje SBT1 poteka z dodajanjem odmerkov inzulina, ki se injicirajo v podkožje z 
injekcijami in mehanskimi injektorji. V zadnjih desetletjih se za namene izboljšanega 
zdravljenja uporabljajo inzulinske črpalke, ki po principu zaprte zanke s senzorji zaznavajo 
koncentracije sladkorja v medceličnini in z algoritmi umetne inteligence prilagajajo odmerke 
inzulina potrebam posameznika (42). Pri otrocih je nujno, da je v proces zdravljenja vključena 
družina, ki otroku s SBT1 pomaga pri vodenju bolezni in prepoznavi stanj SB, kot so zgodnja 
stanja hipoglikemične krize. Zdravljenje vključuje tudi redno merjenje koncentracij krvnega 
sladkorja, zdravo prehrano, redno telesno aktivnost in zdrav življenjski slog (40, 41). 
Pomembna je dosledna presnovna urejenost SB s čim manjšim nihanjem glukoze v krvi 
(majhna glukozna variabilnost) in dobro sodelovanje pri zdravljenju z usposobljenim 
zdravstvenim osebjem, saj lahko oseba s SBT1 le tako prepreči nastanek akutnih zapletov in 
razvoj ter napredovanje kroničnih zapletov SB (10,42,44).  
Alternativo doživljenjskim eksogenim odmerkom inzulina predstavlja presaditev 
Langerhansovih otočkov trebušne slinavke ali celotne trebušne slinavke. Transplantacijsko 
zdravljenje se uporablja zgolj pri odraslih osebah s hudimi ponavljajočimi hipoglikemijami 
(44). V Sloveniji se je do sedaj izvedla le sočasna presaditev trebušne slinavke in ledvice. V 
svetu se večinoma izvaja presajanje Langerhansovih otočkov, saj je za transplantiranca proces 
manj invaziven, pri transplantaciji otočkov pa se vnese manjša količina donorskega tkiva v 
primerjavi s transplantacijo celotne trebušne slinavke. Pri transplantaciji Langerhansovih 
otočkov pokojnemu darovalcu odstranijo trebušno slinavko in z encimskimi metodami 
razgradijo eksokrini pankreas. Langerhansovi otočki vsebujejo dvojno bazalno lamino in so 
tako ločeni in zaščiteni od preostalega tkiva ter se med procesom priprave ohranijo. Prečiščene 
otočke zberejo in shranijo v ustreznem mediju, kjer ostanejo do postopka transplantacije. 
Otočke transplantirajo s transfuzijo v portalno veno (vena portae hepatis), pri tem se otočki 
ugnezdijo v jetra transplantiranca in po adaptaciji sproščajo inzulin (45). Tak način zdravljena 
je redek, poleg tega pa je njegova smiselnost vprašljiva zaradi nizkega terapevtskega potenciala 
in nadaljnjega propadanja Langerhansovih otočkov. Transplantiranci morajo biti deležni 
kompleksnega imunosupresivnega zdravljenja, saj lahko le tako zmanjšajo ponovno aktivacijo 
avtoimunskega propada celic beta (13). 
Danes se številne raziskovalne skupine usmerjene v razvoj umetnega pankreasa s tkivno-
specifičnimi in induciranimi pluripotentnimi matičnimi celicami, ki bi lahko nadomestile 
propadle celice beta in ne bi zahtevale uporabe imunosupresivnih sredstev. Izziv na tem 




področju ostaja zaščita celic pred imunskim sistemom, saj celice še vedno vsebujejo 
avtoantigene, ki bi jih prepoznali avtoimunski kloni posameznikov s SBT1 in jih uničili (17,46). 
 
1.7 Zapleti sladkorne bolezni tipa 1 
Poleg zapletenega zdravljenja so osebe s SBT1 soočene s povišanimi vrednostmi glukoze v krvi 
in njenim nihanjem, kar povzroča celično neravnovesje in nastanek zapletov SB.  
Akutni zapleti nastanejo zaradi prenizkih ali previsokih koncentracij glukoze v krvi, naglega 
nihanja glukoze in neustreznih odmerkov inzulina. Med akutne zapletete SB uvrščamo (6,47):  
 Diabetično ketoacidozo, ki nastane zaradi pomanjkanja inzulina in se pogosto pojavlja 
v različnih stopnjah pri izbruhu SBT1.  
 Neketonski hiperosmolarni sindrom, značilen bolj pri SBT2, nastane zaradi previsokih 
koncentracij glukoze, ki jo spremlja dehidracija in motnje zavesti.  
 Hipoglikemijo, ki lahko povzroči hipoglikemično krizo. Osebe s SBT1 s 
hipoglikemično krizo lahko izgubijo zavest in če niso deležni pomoči, lahko pride do 
cerebralnih konvulzij (13,48).  
 
Kronični zapleti se lahko pojavijo v življenju oseb z dlje časa trajajočo boleznijo. Glede na 
poškodbe in okvare žilnega sistema delimo kronične zaplete na mikro vaskularne in 
makrovaskularne zaplete. Med kronične mikrovaskularne zaplete SB uvrščamo (49,50):  
 Diabetično nefropatijo, ki lahko privede do dokončne odpovedi ledvic.  
 Diabetično retinopatijo, ki lahko povzroči slepoto. 
 Diabetično nevropatijo, ki nastane zaradi okvar živčevja okončin, s čimer se poveča 
tveganje za razvoj razjed na stopalih in posledično gangrene, kar lahko vodi v 
amputacije takih okončin.  
SB prizadene tudi srčnožilni sistem in lahko povzroči razvoj makrovaskularnih kroničnih 
zapletov, kot sta ateroskleroza in miokardni infarkt, ki sta pri SB najpogostejša dejavnika 
zgodnejše umrljivosti oseb s SBT1 (48).  
Nastanek zapletov je mogoče preprečiti ali upočasniti, kar pa je možno le z doslednim 
zdravljenjem, vodenjem ter samokontrolo bolezni (42).  




1.8 Celični stres 
Osebe s SBT1 so med razvojem bolezni in tudi kasneje v življenju soočene z večjo 
izpostavljenostjo celičnemu stresu (51,52). Celični stres nastane zaradi celičnega neravnovesja 
kot vzrok zunanjih (okoljskih) dejavnikov ali notranjih (endogenih) dejavnikov, ki povzročijo 
povečano nastajanje reaktivnih zvrsti. Reaktivne zvrsti (RS; angl. reactive species), kemično 
gledano radikali, neprestano nastajajo v metabolnih poteh in znotrajceličnih reakcijah, 
predvsem v mitohondrijih (53). RS sodelujejo v celičnih reakcijah obrambnih mehanizmov pri 
odstranjevanju patogenov, celični diferenciaciji in kot sekundarni celični sporočevalci, v večjih 
količinah pa lahko delujejo na celične gradnike tudi uničujoče. Pri normalnem celičnem 
delovanju nastajajoče RS nevtralizirajo antioksidativni obrambni proteini in antioksidanti (54). 
V kolikor je ravnotežje RS med nastajanjem in nevtralizacijo porušeno, RS povzročijo nastanek 
celičnega stresa, ki privede do poškodb celičnih molekul, kar zmoti njihovo funkcijo, njihovo 
biološko aktivnost in vodi do motenj v celičnem delovanju in okvaro tkiv (51–53,55). 
Celične RS delimo glede na njihov molekularni izvor na (53,56,57): 
 Kisikove RS (ROS) nastajajo ob cepitvi O2 s prooksidirajočimi encimi. Med oksidativne 
RS uvrščamo superoksidne radikale (O2
•−), vodikov peroksid (H2O2), hidroksilni radikal 
(•OH), in singletni kisik (1O2). ROS nastajajo v številnih biokemičnih reakcijah v 
mitohondrijih, med procesom dihalne verige, v manjši meri nastajajo tudi v 
peroksisomih in endoplazemskem retikulumu. 
 
 Dušikove RS (RNS) nastajajo pri oksidaciji dušikovega oksida (NO), ki nastaja med 
oksidacijo dušika na alifatični stranski verigi L-arginina, ob pretvorbi v citrulin z 
dušikovimi oksidnimi sintetazami (NOS) v odvisnosti od NADPH in prisotnosti O2. 
Med dušikove RS uvrščamo NO, dušikov dioksid (NO2), dušikov trioksid (N2O3), 
peroksinitrit (ONOO·). 
 
 Ogljikove RS (RCS) nastanejo kot vmesni produkti metabolitov. Podobno kot ROS in 
RNS delujejo tudi RCS kot signalne molekule, s svojo visoko reaktivnostjo pa tudi 
spreminjajo lastnosti drugih molekul in sodelujejo pri staranju ter s starostjo povezanimi 
metabolnimi boleznimi. Tudi RCS poznamo več vrst, kemično gledano so to nenasičeni 
aldehidi, dialdehidi in keto-aldehidi. Najbolj poznane RCS zvrsti so: malondialdehid, 
glioksal, metilglioksal, glukazon in 3-deoksiglukazon. 





RS lahko med seboj interagirajo in prehajajo od ROS v RNS in RCS. Celice pri normalnih 
pogojih zagotavljajo uravnoteženo nastajanje RS (delujejo kot oksidanti) in njihovo 
nevtralizacijo z antioksidanti (delujejo kot reducenti), s čimer zagotavljajo normalno celično 
delovanje. Poglavitno zaščito celic pred škodljivimi vplivi RS vršijo encimi superoksidne 
dizmutaze (Cu/Mn/Zn-SOD), katalaze (CAT) in glutation S-transferaze (GPx), ki nevtralizirajo 
ROS. Poleg aktivnega odstranjevanja RS z encimskimi pretvorbami, celice ščitijo tudi 
antioksidativne molekule glutation, L-askorbinska kislina (C-vitamin), alfa-tokoferol (E-
vitamin) in sečna kislina (51,53,58). 
Nastajanje RS, antioksidativnih encimov in antioksidativnih molekul določa oksidativno 
ravnotežje oziroma oksidativni status, ki je pri bolezenskih stanjih pogosto porušeno v prid 
nastajanja RS. Tudi pri SBT1 je prisotno povečano nastajanje RS. Ob nastanku SBT1 so 
posamezniki izpostavljeni inzulitisu in avtoimunskemu posredovanemu propadu celic beta, ki 
jih spremlja celično neravnovesje in povečano nastajanje RS. S trajanjem bolezni pa so osebe 
s SBT1 dodatno izpostavljene hiperglikemiji in nihanju krvnega sladkorja, ki povzroči 
povečano nastajanje RS v celicah endotelijskih celic, njihove poškodbe in nastanek zapletov, 
povezanih s SB (51,53).  
 
Hiperglikemija pri SB povzroča nastanek ROS preko številnih poti, ki vključujejo (51): 
 
 Glikolizo 
Zaradi povečane razpoložljivosti glukoze se poveča glikoliza, kar povzroči prekomerno 
obremenitev mitohondrijev in nastanek O2•−, ki zmanjša antioksidativno stanje celic in 
povzroča poškodbe deoksiribonukleinskih kislin (DNA) in ostalih molekul v celicah. 
 
 Napredne produkte glikacije 
Napredni produkti glikacije (AGE) nastajajo v celičnih kompartmentih in v celičnemu 
matriksu, ko proteinski aminokislinski ostanki reagirajo z glioksalom in 
metilglioksalom ter deoksiglukazonom, kar lahko spremeni funkcijo proteinov. Vezava 
AGE na receptorje AGE promovira nastajanje ROS, kar dodatno pospešuje celično 
neravnovesje in nastajanje RS.  
 
  





 Diacil-gicerol in aktivacija protein kinaze C 
Zaradi hiperglikemije in inhibicije gliceraldehid-3-fosfataze se začne kopičiti 
gliceraldehid-3-fosfat, posledično povečano nastaja dihidroksiaceton-3-fosfat 
(DHA-3-P) in diacil-glicerol. Diacil-gicerol in AGE aktivirajo protein kinaze C, ki 
aktivira NADPH-oksidazo, z zmanjšano koncentracijo NADPH se spremeni redoks 
potencial, kar povzroči povečano nastajanje ROS. 
 
 Heksoaminsko pot 
Zaradi hiperglikemije se posledično v celicah poveča glikoliza, ki privede do kopičenja 
fruktoze-6-fosfata. Fruktoza-6-fosfat se začne presnavljati po heksoaminski poti, kar 
povzroči povečano nastajanje uridin-difosfat-N-acetilglukozamina in poveča aktivnost 
O-glukozamin-N-acetilne transferaze. Spremenjena encimska aktivnosti encimov 
heksoaminske poti je povezana s povečanim izražanjem tumorskega rastnega faktorja 
alfa in beta (TGF-α in TGF-ß) , vnetjem in spremljajočimi ROS. 
 
 Poliolno pot 
Pri hiperglikemiji se ob visokih koncentracijah glukoze ta pretvarja preko aldolne 
reduktaze v sorbitol, kar zahteva povečano porabo NADPH. Zaradi pomanjkanja 
NADPH se spremeni celični redoks potencial z zmanjšano pretvorbo glutationa z GPx, 
Posledično se zmanjša antioksidativna sposobnost celic, kar povzroči nastanek 
oksidativnega stresa. 
 
1.9 Določanje oksidativnega stresa 
Oksidativni stres in RS se zaradi reaktivnosti in s tem neobstojnosti težko neposredno določa. 
V ta namen se v večini primerov določa njihove produkte na nivoju nukleinskih kislin, 
proteinov in lipidov z različnimi spektroskopskimi metodami in kromatografskimi metodami 
(HPLC – tekočinska kromatografija visoke ločljivosti, MS – masna spektrometrija) in 
encimsko-imunski testi (ELISA) (54). Spremljanje delovanja ROS, RNS, RCS je možno 
dokazovati posredno na skoraj vseh vrstah bioloških molekul, saj RS spremenijo fizikalne in 
kemijske lastnosti bioloških molekul. Produkte RS se določa v različnih bioloških vzorcih, 
največkrat v telesnih tekočinah, lahko pa tudi v histoloških preparatih (54). Najpogostejši 
označevalci za določanje celičnega oksidativnega stresa proteinov so proteinski karbonili in 




nitracija tirozina, lipidov malondialdehid (MDA) in izoprostani (IsoPs) ter nukleinskih kislin 
8-hidroksi-deoksi-gvanin, 8-nitrogvanin, lomi DNA in dolžine telomer. (53). 
 
1.9.1 Proteinski označevalci oksidativnega stresa 
Proteinski karbonili se tvorijo z oksidacijo aminskih skupin na aminokislinskih ostankih lizina, 
arginina, treonina in prolina ali s sekundarnimi reakcijami oksidacij sladkorjev in lipidov, ki se 
pripenjajo na proteine. Povečan del karbonilnih skupin na proteine se odraža kot sprememba 
naboja in sprememba proteinske strukture in je lahko povezana s spremembo funkcije in 
stabilnosti proteinov. Kemijsko gledano so proteinski karbonili stabilni pokazatelji delovanja 
oksidativnega stresa (56). 
 
3-nitrotirozin nastaja z nitracijo tirozinskega aminokislinskega ostanka pod vplivom povečanih 
koncentracij ROS in RNS. Povišane vrednosti 3-nitrotirozina so dokazali pri osebah s SB ob 
nižjih vnosih vitaminov z antioksidativnim delovanjem. V bioloških vzorcih je možno določati 
3-nitrotirozin, ki je vezan na proteine ali pa se nahaja v prosti obliki v telesnih tekočinah (56). 
 
1.9.2 Lipidni označevalci oksidativnega stresa  
Malondialdehid je eden izmed končnih produktov lipidne peroksidacije, ki nastaja pod vplivom 
delovanja ROS na lipide celičnih membran in večkratno nenasičenih maščobnih verig lipidov 
(32). Malondialdehid je precej nestabilen in tvori z proteini lipoksidacijske produkte, reagira pa 
tudi z deoksiadenini in deoksigvanozini DNA (56,59). 
 
Izoprostani (F2-izoprostani, 8-izo-PFG2) nastajajo z neencimsko peroksidacijo arahidonske 
kisline s prostimi radikali. Zaradi topnosti jih je možno določati v telesnih tekočinah, kot sta 
plazma in urin. Stabilnejši so sicer v urinu, vendar pa so koncentracije v urinu zelo spremenljive 
(56,59). 
 
1.9.3 Označevalci oksidativnega stresa nukleinskih kislin 
8-hidroksi-2-deoksigvanozin in 8-hidroksigvanin  
Povečana oksidacija DNA na mestih deoksigvanozina privede do nastanka 8-hidroksi-2-
deoksigvanozina (8-OH-dG), ki s celičnim kopičenjem povečuje tveganje za nastanek raka. V 
kolikor glikozilazni popravljalni sistemi ne zaznajo oksidiranega 8-OH-dG, pride na mestu 
8-OH-dG do transverzije gvanin-citozinskega v timin-adeninsko parjenje nukleotidov. 




Glikozidazni popravljalni mehanzmi prepoznavajo in izrežejo 8-OH-dG, 8-hidroksigvanin 
preide v kri in se izloči preko urina. Zaradi prisotnosti 8-hidroksi-2-deoksigvanozina (8-OH-
dG) v celični DNA in posledično 8-hidroksigvanina citoplazmi, kot tudi v serumu in urinu, je 
možno slediti oksidativnemu stresu na različnih nivojih. Z določanjem razmerja koncentracij 
8-hidroksigvanina v serumu in 8-OH-dG, vgrajenega v DNA, je možno preračunati razmerje, 
ki odraža sposobnost popravljalnih mehanizmov odpravljanja poškodb oksidacije DNA z 
izrezovanjem 8-OH-dG na mestih oksidacije gvanina (56,60,61). 
 
8-nitro-gvanin in 8-nitro-deoksigvanin 
RNS z NO in peroksinitritnim ionom, lahko reagirajo z gvaninskimi dušikovimi bazami  
ribonukleinskih kislin (RNA) in DNA in tvorijo 8-nitro-gvanin (8-NO2-Gua) ali 8-nitro-
deoksigvanin. Nastanek RNS produktov je pogostejši v tkivih in celicah, kjer je prisotno vnetje. 
Kot prekomerno nastajanje 8-OH-dG je tudi nastajanje 8-NO2-Gua povezano s povečanim 
tveganjem za nastanek malignih obolenj (61,62).  
 
Lomi DNA 
Oksidativni stres poleg s stresom povezanimi spremembami nukleotidov povzroča tudi lome 
nukleotidnih vezi v molekulah enoverižnih in dvoverižnih DNA in RNA (60,63). Lomi DNA 




Telomere so jedrni proteinski kompleksi na koncih kromosomov, ki jih sestavlja nekodirajoča 
DNA z značilnimi TTAGGG heksamernimi ponovitvami in proteini šelterinskega kompleksa 
(angl. shelterin) (64). Telomere ščitijo DNA pred RS, zagotavljajo genomsko stabilnost in 
integriteto kromosomov. Na 5' koncih telomer preide DNA iz dvoverižne DNA v enoverižno 
DNA dolžine do 500 nukleotidov in tvori zanko (T-zanko), pri kateri se konec telomerne 
enoverižno DNA uviha v telomerno zaporedje dvoverižne DNA in tvori T-zanko. T-zanka 
dodatno poveča stabilnost telomerne DNA (65). Telomerno DNA stabilizira šest osnovnih 
šelterinskih proteinov, TRF1, TRF2, RAP1, TIN2, TPP1 in POT1, ki poleg zaščite sodelujejo 
tudi pri podaljševanju dolžin telomer in popravljanju poškodb DNA (65). Dolžina človeških 
telomer se razlikuje med posamezniki, med posameznimi kromosomi in med posameznimi 
konci kromosomov ter ob rojstvu znaša do 15 k nukleotidov (65,66). V večini organov se v 




celicah dolžine telomer krajšajo s celično delitvijo zaradi semikonzervativnega načina 
podvojevanja in nezmožnosti zapolnitve vrzeli na 3'-koncih verig z DNA-polimerazami. To 
pomanjkljivost rešujejo telomerne reverzne transkriptaze – telomeraze (TERT-kompleksi), ki s 
svojo matrično RNA-verigo omogočajo dodajanje telomeraznih heksamernih ponovitev na 
konce telomer (64). Telomeraze so aktivne v zarodnih celicah, matičnih celicah in malignih 
celicah pri kar 90 % tumorjev (64). V večini somatskih celic je telomerazna aktivnost 
zanemarljiva, zato se telomere krajšajo s številom celičnih delitev, z vsako delitvijo za 50–200 
nukleotidov (65), in predstavljajo biološki označevalec starosti celic. Ko celice dosežejo 
kritično kratko dolžino telomer, imenovano Hyflickova limita, te preidejo v senescenco in 
apoptozo (Slika 2) (64,67).  
 
 
Slika 2: Telomere, telomerne zanke, njihovo krajšanje in telomeraza. 
(A) Jedrne proteinske strukture telomer sestavljajo TTAGGG heksamerne ponovitve, ki z proteini 
šelterinskega kompleksa (TRF1, TRF2, RAP1, TIN2, TPP1 in POT1) ščitijo telomerno DNA. Na koncih 
kromosomov DNA tvori T-zanko, pri kateri se konec telomerne ssDNA uviha v dsDNA (B). Dolžina 
telomer se krajša s številom celičnih delitev. Ko dolžina telomer doseže kritično dolžino, Hayflickovo 
limito, celice preidejo v senescenčno fazo in apoptozo (C). Dolžino telomer v zarodnih in matičnih 
























TERT, DKC1, TCAB1, NOP1, NHP2. Aktivnost telomeraz v somatskih celicah je zanemarljiva. 
Prirejeno po: (64). 
Na telomerno dolžino vplivajo tudi dednost, epigenetske modifikacije, transkripcijska kontrola, 
imunski in endokrini sistem ter celično neravnovesje (39). Pri avtoimunskih obolenjih so osebe 
s SBT1 soočene z vnetji, povečano proliferacijo imunskih celic in celičnim stresom, kar se 
odraža s hitrejšim krajšanjem dolžin kromosomov (68–70). Dodatno pospešeno krajšanje 
telomer povzročajo povečane koncentracije RS, ki povzročijo poškodbe in lome telomerne 
DNA. Telomerna DNA je zaradi bogatega zaporedja z deoksi-ganinom, ki ima najnižji redoks 
potencial nukleotidov, še posebej dovzetna na poškodbe s strani ROS in RNS ter lome DNA, 
ki pospešujejo krajšanje telomerne DNA (71). Poleg RS in celične delitve dolžino telomer 
uravnavajo tudi miRNA z regulacijo izražanja telomeraze in šelterinskih proteinov (72). 
 
1.9.3.2 Dolžine telomer pri sladkorni bolezni tipa 1 
Analize dolžin telomer, ki so bile opravljene pri osebah z dlje časa trajajočo SBT1, so pokazale 
krajše dolžine telomer pri osebah s SBT1 v primerjavi z zdravimi preiskovanci (73). Vpliv na 
dolžino telomer so dokazovali tudi glede na glikemično urejenost SBT1. Poročane raziskave so 
pokazale, da imajo osebe s slabo urejenostjo SB krajše dolžine telomer kot osebe z dobro 
glikemično urejenostjo bolezni, vendar pa raziskava ni razkrila ali so krajše telomere vzrok ali 
posledica glikemične urejenosti SB (74). Dolžine telomer so pri SBT1 preiskovali tudi v 
povezavi z zapleti SB, kot so diabetična nefropatija (75) in žilni zapleti (76), ter zgodnjo 
umrljivostjo oseb s SBT1 (77). Rezultati raziskav dolžin telomer pri zapletih SB niso pokazali 
jasnih korelacij med preiskovanimi parametri. Raziskave z določanjem dolžin telomer pri 
osebah s SBT1 smo predhodno že opravljali v naši raziskovalni skupini. V korelacijski analizi 
novoodkritih oseb s SBT1 smo primerjali dolžine telomer z izbranimi kliničnimi in 
laboratorijskimi parametri ter določili krajše dolžine telomer pri osebah s SBT1 z višjimi 
vrednostmi standardnega odklona indeksa telesne mase (78). 
  




1.10 Medcelična komunikacija in zunajcelični vezikli 
Medcelična komunikacija je ključnega pomena za obstoj in skladno delovanje večceličnih 
organizmov. V kolikor nastanejo napake v medcelični komunikaciji, te lahko vodijo v nastanek 
različnih bolezenskih stanj, kot so maligna obolenja in avtoimunske bolezni. Celice se lahko 
sporazumevajo neposredno preko celičnih stikov in topnih faktorjev, ki lahko delujejo 
avtokrino, parakrino ali endokrino. Poleg neposredne stikovne komunikacije med celicami in s 
topnimi faktorji posredovanega komuniciranja, lahko celice komunicirajo tudi preko 
zunajceličnih veziklov (ZV) (79,80).  
 
1.11 Zunajcelični vezikli 
Celice v zunajcelični prostor sproščajo ZV, ki so obdani s fosfolipidnim dvoslojem in vsebujejo 
molekule proteinov, lipidov, sladkorjev, metabolitov in nukleinskih kislin celic, iz katerih 
izvirajo (79,80). ZV imajo s svojimi biološkimi molekulami zmožnost medceličnega prenosa 
informacij, prav tako pa lahko izzovejo celični odziv in spremembo celičnega delovanja tarčnih 
celic. Pri normalnih celičnih pogojih ZV zagotavljajo usklajeno komunikacijo celic in s tem 
integriteto tkiv. ZV sodelujejo tudi pri patogenezi številnih bolezni, pri kateri lahko služijo kot 
posredniki pri širjenju patoloških signalov in v tarčnih celicah povzročijo celično neravnovesje 
(81,82).  
ZV lahko klasificiramo glede na celični izvor, biološko funkcijo ali biogenezo. Splošna in 
najbolj sprejeta delitev loči ZV glede na biogenezo v tri skupine: apoptotska telesca, 
mikrovezikle in eksosome (Slika 3) (79). Vse tri skupine se ločijo po načinu nastanka in 
velikosti, vendar pa jih je zaradi prekrivanja velikostnih razredov in podobnih fizikalnih 
lastnosti velikokrat nemogoče dobro ločiti (83). Vsaka posamezna celica lahko izloča različne 
tipe veziklov z različno molekularno sestavo. Zaradi dobre obstojnosti in ohranjanja 
vezikularne vsebine, ki ponazarja celično delovanje živih celic, se večina raziskav ZV 
osredotoča na mikrovezikle in eksosome, ki so zato med ZV najbolj raziskani (79).  
 
1.11.1 Apoptotska telesca 
Apoptotska telesca se sproščajo med celično apoptozo, vsebujejo citoplazmo, delno razgrajene 
celične organele in jedrne ostanke in so velika 800–5000 nm. Odstranjujejo jih makrofagi, 
nevtrofilci in DC s fagocitozo, jih razgradijo in s tem preprečujejo vnetje ter sekundarno 
nekrozo, hkrati pa apoptotska telesca regulirajo imunski sistem. V primerjavi z drugima 
vrstama ZV apoptotska telesca vsebujejo večji delež fosfatidil serina (79,84).  





Mikrovezikle izločajo celice z brstenjem celične membrane, njihov premer je med 100 in 1000 
nm. Ta vrsta veziklov je bogata z integrini, selektini, receptorji in drugimi membranskimi 
proteini, informacijsko RNA ter nekodirajočimi molekulami RNA. Mikrovezikli se sproščajo 
z brstenjem celične membrane ob reorganizaciji citoskeleta in so glede na membranske proteine 
podobni celicam, iz katerih se sproščajo, medtem ko so glede na lipidno membransko sestavo 
podobni lipidnim raftom (79,85).  
 
1.11.3 Eksosomi 
Eksosomi so vezikli s premerom 30–150 nm. Nastajajo po endolizosomalni poti, po kateri 
kompleks ESCRT z zažemanjem endosomov v njihovo notranjost oblikuje multivezikularna 
telesca z intraluminalnimi vezikli, ki ob zlitju s plazmalemo sprostijo eksosome v zunajcelični 
prostor (79,83). Po svoji lipidni sestavi so eksosomi bogati s sfingomielinom in holesterolom 
ter tako glede na lipidno sestavo podobni lipidnim raftom (86). Eksosomi lahko vsebujejo 
membranske proteine tetraspanine (CD63, CD9 idr.) in receptorje, kot so MHC (86), in v 
svojem lumnu prenašajo molekule DNA in RNA, predvsem majhne nekodirajoče molekule 
RNA (mikro RNA, piwi-interakcijske RNA, snRNA idr.) (79,87,88).  
 
 
Slika 3: Apoptotska telesca, mikrovezikli in eksosomi. Apoptotska telesca nastajajo z brstenjem celične 
membrane med procesom apoptoze. Mikrovezikli nastajajo z brstenjem plazmaleme. Eksosomi 
nastajajo v enodosomih z zorenjem multivezikularnih telesc v endosomih in se ob stiku s plazmalemo 
sprostijo v zunajcelični prostor. S prenosom v tarčne celice lahko ZV sprožijo specifičen odziv tarčnih 
celic. Prirejeno po: (89).  




1.12 Vloga in proučevanje zunajceličnih veziklov 
ZV vplivajo na celični razvoj, diferenciacijo tkiv, apoptozo, angiogenezo, vnetje, koagulacijo 
in na posredovanje kemotaktih signalov. Imajo tudi pomembno vlogo pri širjenju različnih 
patoloških procesov, kot so rakava obolenja, virusne okužbe in prionske bolezni (79–82).  
Celice sproščajo ZV v medceličnino, od koder lahko preidejo v telesne tekočine, te pa lahko 
pridobimo enostavno, tudi z dokaj neinvazivnimi postopki odvzema telesnih tekočin. Določanje 
gradnikov ZV in specifičnih molekul ZV omogoča odkrivanje novih bioloških označevalcev 
pri različnih boleznih. ZV se proučujejo v urinu, slini, mleku, krvi in tudi drugih telesnih 
tekočinah (79,90–92). Zaradi precejšne stabilnosti krvi, glede na pH in stabilnost celic v krvi, 
je veliko raziskav izvedenih na vzorcih krvnega seruma oziroma krvne plazme. Pri ZV se 
proučuje vse sestavne komponente veziklov; to so lipidi, proteini in nukleinske kisline, 
sladkorne komponente in druge celične metabolite. Ker je v človeških telesnih tekočinah 
koncentracija ZV, v primerjavi s koncentracijo v celičnih kulturah, nizka, poleg tega pa 
velikokrat nimamo možnosti pridobiti velikih količin izhodnega materiala za preiskave, je 
posledično detekcija posameznih komponent človeških ZV precej zahtevna (93,94). Pri 
preiskavah je zato ključna izbira izolacijskih metod, ki omogočajo učinkovito izolacijo ZV, in 
metod analize bioloških molekul, ki omogočajo analizo zelo majhnih količin preiskovanih 
molekul ZV (95).  
 
1.13 Zunajcelično-vezikularne RNA 
Trenutno so raziskave ZV izoliranih iz človeških telesnih tekočin usmerjene predvsem na 
področje raziskovanja zunajcelično-vezikularnih nukleinskih kislin, saj metode vključujejo 
pomnoževanje molekul nukleinskih kislin z verižno reakcijo s polimerazo (PCR) in s tem lažjo 
detekcijo v majhnih količinah vzorcev (95,96).  
Mikrovezikli in eksosomi nastajajo na znotrajceličnih membranah endosomov in plazmaleme 
in imajo ob nastanku stik s citosolom, v katerem je prisotna tudi RNA, kar omogoča selektivno 
ali neselektivno usmerjanje RNA v te oblike ZV. Ker celice pri normalnem funkcioniranju, v 
kolikor niso v procesu apoptoze ali nekroze, v citosolu nimajo proste genomske DNA, je 
količina DNA v eksosomih in mikroveziklih zanemarljiva. Vseeno pa je možno, da ob 
preiskovanju ZV izoliramo tudi DNA, saj se velikosti apoptotskih telesc lahko prekrivajo z 
mikrovezikli in tudi eksosomi. Ker RNA transkripcijski profili prispeva k fenotipu celic, lahko 
s poznavanjem profila RNA zunajceličnih veziklov (RNA-ZV) posameznih celic opredelimo 
ZV kot celične označevalce, ki bodo omogočili prepoznavanje sprememb v organih, v katere z 




drugimi tehnikami nimamo vpogleda (96–98). Z raziskavami RNA-ZV so v mikroveziklih in 
eksosomih dokazali nahajanje tako kodirajoče RNA kot tudi nekodirajoče RNA. V ZV so bolj 
zastopane krajše molekule RNA, ki imajo v celicah svojo regulatorno vlogo, njihova večja 
zastopanost pa je verjetno tudi posledica enostavnejšega pakiranja manjših molekul v ZV (98). 
V ZV so dokazali prisotnost majhnih nekodirajočih molekul RNA, kot so mikro RNA (miRNA) 
in piwi-interakcijske RNA (piRNA), Y-RNA, kratke jedrne RNA (sn-RNA) in tRNA. V 
manjših količinah so prisotne tudi daljše nekodirajoče RNA (lncRNA; angl.: long noncoding 
RNA) in mRNA (informacijska RNA), manjše podenote rRNA (5S, 5.8S), v zanemarljivih 
količinah tudi daljše ribosomalne RNA (96,98,99). Zaradi večje zastopanosti kratkih 
nekodirajočih RNA v ZV, med katerimi so najbolj poznane miRNA, se tudi na področju ZV 
večina raziskav ZV-RNA osredotoča na preiskovanje ZV-miRNA. 
Vloga ZV-RNA je najbolj raziskana pri malignih procesih, pri katerih eksosomi malignih celic 
delujejo na tarčne celice protumorgeno in proangiogeno, poleg tega pa lahko prenašajo 
onkogenske RNA in izzovejo celično proliferacijo (100,101).  
 
1.14 miRNA 
miRNA so majhne 16–24 nukleotidov dolge nekodirajoče molekule RNA, njihova najbolj 
znana vloga je regulacija celičnega izražanja proteinov z vezavo na 3'UTR (nekodirajoče) regije 
mRNA (102,103). Glede na podatkovno bazo miRBase (verzija 22.1, oktober 2019), ki vsebuje 
zbirko zaporedij miRNA, je znanih 1917 zrelih človeških miRNA zaporedij. Dokazano je, da 
imajo številne miRNA pomembno vlogo pri uravnavanju izražanja genov, udeleženih v 
biološke procese celične proliferacije, celične smrti in malignih transformacij celic. miRNA 
lahko sodelujejo pri regulaciji razvoja zarodka in diferenciaciji celic v organe (104), ter vplivajo 
na delovanje organov, med drugim tudi na delovanje trebušne slinavke in celic Langerhansovih 
otočkov (105). Vloga in pomen številnih miRNA še vedno nista povsem pojasnjena 
(81,106,107).  
 
1.14.1 Sinteza miRNA 
Sinteza miRNA poteka v več stopnjah. Primarni transkripti pri-miRNA-molekul nastanejo v 
jedru s prepisom s polimerazo II. Geni miRNA se lahko nahajajo kot posamezni geni ali v 
skupinah več različnih genov miRNA (108). Nastali transkripti pri-miRNA so dolgi 60–80 
nukleotidov in imajo strukturo lasnične zanke, ki jo prevzame protein Drosha skupaj z DGCR8 
(108). Drosha in DGCR8 skupaj tvorita mikroprocesorski kompleks, ki zajema okoli 33 




nukleotidov stebelne strukture dvoverižne RNA (dsRNA) in povzroči primarno cepitev 
pri-miRNA in odstranitev 5'-zaščite RNA in poli-A-repa. Pri tem nastane pre-miRNA z do 
nekaj nukleotidov daljšo verigo na 3' koncu. Pre-miRNA prepoznajo proteini eksportini-5, ki 
omogočajo prenos pri-miRNA v citoplazmo, v kateri poteče nadaljnje procesiranje (102,108). 
V citoplazmi pre-miRNA prevzame Dicer-kompleks, ki cepi zankovni del pre-miRNA in 
povzroči nastanek dveh molekul zrelih miRNA v obliki dsRNA, miRNA-5p in miRNA-3p, ki 
sta poimenovani glede na nahajanje na 5' in 3' transkripta pri-miRNA (108,109). Pri večini 
procesiranja molekul miRNA eno izmed verig miRNA prevzamejo proteini Ago in tvorijo 
regulatorni kompleks RISC, ki usmeri miRNA na tarčno regijo mRNA, najpogosteje na 3' 
mRNA, kjer vezava povzroči utišanje prevajanja mRNA v proteine ali razgradnjo mRNA (108). 
Preostala veriga miRNA, ki se ne vgradi v kompleks RISC preide v razgradnjo (102,103). 
Procesiranje miRNA je lahko tudi tkivno specifično, pri čemer se lahko miRNA v različnih 
tkivih razlikujejo v nekaj nukleotidih na 5' in 3' koncih, kar povzroči nastanek različnih izooblik 
miRNA (110). Poleg razlik v dolžini miRNA, ki so posledica procesiranja miRNA transkriptov 
s proteini Dicer in Ago, miRNA modificirajo tudi nukleotidilne-transferze, ki na konce miRNA 
dodajajo netipične nukleotide, ki se razlikujejo glede na zaporedja primarnih pri-miRNA 
transkriptov (111). Biogeneza miRNA je povzeta na Sliki 4. 
 
  






Slika 4: Sinteza miRNA. Pri-miRNA nastajajo s prepisom v jedru, kjer poteče tudi primarna 
cepitev in nastanek pre-miRNA z Drosha/DGCR8. Pre-miRNA se transportira v citosol, v 
katerem poteče sekundarna cepitev zanke pre-miRNA z Dicer-kompleksom in nastanek dveh 
zrelih miRNA. Zrele miRNA prepozna RISC-kompleks s proteini Ago. Z RISC-kompleksom 
se miRNA veže na 3' mRNA in povzroči utišanje prevajanja mRNA v proteine ali razgradnjo 
mRNA. Prirejeno po: (112).   




1.14.2 Delovanje miRNA  
miRNA, ki se nahajajo v RISC-kompleksih, imajo pri sesalcih v celicah primarno vlogo 
uravnavanja prepisa in prevajanja mRNA v proteine več kot tretjine kodirajočih genov (113). 
Uravnavanje izražanja proteinov z miRNA poteka preko vezave miRNA na 5' nekodirajočo 
regijo mRNA (5'UTR), centralno domeno mRNA oziroma v večini primerov na 3'UTR (108). 
Interakcija miRNA z mRNA, ki povzroči utišanje transkripcije, poteče v večini primerov z 
vezavo z 2-8 nukleotidnih ostankov 5' miRNA na regulatorno 3' regijo mRNA (108,114). Ob 
vezavi miRNA na mRNA ostaja 3' rep miRNA prost in vpliva na stabilnost vezave. Vezava 
miRNA na 3' mRNA povzroči utišanje prevajanja kodirajoče mRNA v proteine, poleg tega pa 
lahko vodi tudi cepitev mRNA in njeno razgradnjo (114–116).  
mRNA imajo lahko različno število vezavnih mest za različne miRNA, uravnavanje 
miRNA-mRNA interakcije in njenega učinka pa je odvisna od tipa celic in celičnih pogojev. 
Interakcije miRNA s 5' in centralno domeno mRNA so manj proučene. Redke raziskave 
poročajo o vlogi miRNA tudi pri aktivaciji prevajanja mRNA (miRNA let-7) (109). miRNA 
lahko s prehodom v jedro in vezavo na prepisujočo RNA vplivajo na vezavo aktivacijskih in 
represorskih transkripcijskih faktorjev in tako na prepis DNA v RNA, regulirajo pa lahko tudi 
alternativno izrezovanje primarnih transkriptov RNA in procesiranje drugih miRNA (117). 
 
1.15 Usmerjanje RNA molekul v zunajcelične vezikle  
Vse več raziskav dokazuje, da je najverjetneje usmerjanje RNA kot tudi drugih ZV-molekul v 
ZV selektivno (118). Profili ZV-RNA se tako lahko razlikujejo od starševskih celic, saj celice 
posredujejo le omejen nabor informativnih molekul z namenom modulacije tarčnih celic (118).  
Večina raziskav usmerjanja vsebine v ZV je bila opravljena na eksosomih. Usmerjanje tovora 
v eksosome je lahko posredovano s proteinskimi kompleksi ESCRT, ki prepoznavajo primerno 
ubikvitinirane proteine, ki lahko posredujejo RNA. V eksosome lahko usmerjajo miRNA tudi 
sumoliirani RNA-vezavni proteini, v eksosomih pa so zaznali tudi miRNA s proteini Ago in 
kompleksom RISC (80, 115). Sortiranje RNA v ZV je odvisno tudi od same strukture in 
zaporedja RNA, kar so dokazali pri preferenčnem usmerjanju miRNA v ZV z ne-matrično 
dodanimi nukleotidi na konce zaporedij zrele miRNA (angl. nontemplate addition). Koppers-
Lalic s sodelavci je opazila vpliv samega zaporedja miRNA na usmerjanje miRNA v eksosome. 
Izsledki njihovih raziskav so pokazali, da so 3' adenilirane izooblike miRNA močneje zastopane 
v limfocitnih celicah B in 3' uridinlirane miRNA močneje zastopane v B-celičnih eksosomih 
(111). Pri sortiranju in selektivnemu usmerjanju miRNA v mikrovezikle sodeluje tudi kaveolin 




cav-1, ki deluje kot RNA-vezavni protein in usmerja pakiranje miRNA v mikrovezikle, 
sodeluje pa tudi pri nastanku ukrivljanja celične membrane in membranskih uvihkov kaveol 
(119). 
Na nastanek ZV in usmerjanje molekularne vsebine ZV vplivajo številni dejavniki, med drugim 
tudi stresni in z boleznimi povezani dejavniki, ki povzročajo celično neravnovesje in stres 
enoplazemskega retikuluma, kar spremeni sproščanje ZV in vsebino ZV-RNA. Poleg 
povečanega sproščanja in spremenjene vsebine ZV se ob virusnih okužbah lahko v ZV vsebino 
uvrstijo tudi virusne RNA in virusni proteini, ki pomagajo pri širjenju okužbe na druge celice 
(120). Morda je ravno kombinacija virusnih in lastnih RNA kriva za številne bolezni, kot so 
rakava obolenja in avtoimunske bolezni. 
 
1.16 Vpliv RNA in miRNA zunajceličnih veziklov na tarčne celice 
Kakor obstaja več različnih poti nastanka ZV, tako obstaja tudi več poti delovanja ZV na tarčne 
celice. ZV lahko povzročijo specifičen odziv tarčnih celic preko interakcij z zunanjimi 
celičnimi membranskimi receptorji, membranskimi interakcijami z lipidi, z zlivanjem membran 
ZV s tarčnimi celicami, sprostitvi vsebine ZV v citosol tarčne celice, ali pa z vstopom v tarčno 
celico po endosomalni poti (121). 
Pri zlitju membran ZV in celične membrane tarčne celice in sprostitvi ZV-miRNA v tarčno 
celico se lahko miRNA veže s proteini Ago in tvori kompleks RISC, ki z vezavo na mRNA 
uravnava prevajanje mRNA v proteine. V citosolu lahko ZV-RNA interagirajo z receptorji 
RIG-1 in MDA5, ki zaznavajo viruse RNA in DNA. Aktivacija RIG-1 in MDA5 aktivira prepis 
genov za citokine in kemokine in tako posreduje pri imunskem odgovoru na virusno infekcijo 
oziroma na ZV-RNA (122,123). Z vstopom ZV v tarčno celico po endolizosomalni poti s 
fagocitozo, klatrinsko in kaveolinsko posredovano endocitozo, mikropinocitozo, pinocitozo, 
makropinocitozo ali z lipidnimi rafti posredovano internalizacijo po endolizosomalni poti, se 
ZV razgradijo ali pa se njihove sestavine sortirajo in reciklirajo v endosomalnem omrežju (83). 
V endosomih lahko ZV-RNA aktivirajo endosomalne Toll-u podobne receptorje TLR3 (TLR: 
ang. Toll-like receptors), ki prepoznavajo dsRNA in TLR7 ter TLR8, ki prepoznavajo 
enoverižne RNA (ssRNA). TLR aktivacija aktivira MyD88-posredovano signalno pot, ki sproži 
sintezo in sproščanje citokinov in kemokinov ter nastanek vnetnega procesa (123–125). 
ZV lahko s svojimi RNA delujejo na tarčne celice preko regulacije transkripcije ali 
znotrajceličnih receptorjev, ki posredujejo in aktivirajo specifičen odziv tarčnih celic (121).  




1.17 Zunajcelični vezikli kot posredniki pri boleznih 
Vlogo prenosa ZV med celicami in vlogo medceličnega vpliva pri boleznih so že dokazovali 
pri raku, pri katerem ZV rakastih celic s spremembo okolja tarčnih tkiv omogočajo lažje 
zasevke metastaz v drugih tkivih (100). ZV pri sistemskem lupusu eritematozus in 
revmatoidnem artritisu uravnavajo vnetje s prenosom citokinov, hkrati pa so viri avtoantigenov, 
ki lahko potencialno prispevajo k razvoju nastanka avtoimunskih klonov in za avtoimunsko 
bolezen značilnih protiteles (126,127). Zunajcelični vezikli lahko posredujejo tudi pri širjenju 
virusnih okužb, pri katerih kot posredniki vsebujejo virusne dele in nukleinske kisline, ki jih 
lahko prenesejo v druge celice (120,123). 
 
1.18 Zunajcelični vezikli pri sladkorni bolezni tipa 1 
Raziskave ZV pri SBT1 so pokazale, da ZV celičnih kultur lahko vsebujejo imunogene 
membranske proteine GAD65 in pri in vitro pogojih aktivirajo celice imunskega sistema (125, 
126), vendar pa ZV celic beta Langerhansovih otočkov še niso dokazali v človeškem krvnem 
obtoku. Raziskave so pokazale, da lahko ZV Langerhansovih otočkov aktivirajo celice T in 
celice B imunskega sistema (128,130) in pri osebah s SBT1 povzročijo povečano sproščanje s 
SBT1 povezanih protiteles (130). 
Opravljenih je bilo tudi nekaj raziskav določanja cirkulirajočih kratkih RNA v plazmi in serumu 
preiskovancev s SBT1, pri katerih raziskave navajajo različne RNA, ki so različno izražene pri 
preiskovancih s SBT1 (131–133). Znaten vir RNA v krvni plazmi in serumu prispevajo ravno 
ZV (134). Podatki o različno izraženih miRNA se zelo razlikujejo med raziskavami, saj so 
raziskave vključevale preiskovance v različnih fazah razvoja bolezni, uporabljale so različen 
izhodiščen material (serum/plazma), metode izolacije RNA, kot tudi različne metode določanje 
miRNA (131–133).  
Vpliv ZV-RNA in ZV-miRNA na nastanek in potek SBT1 še ni opredeljen.  




2 NAMEN DELA, CILJI IN HIPOTEZE 
Nastanek SBT1 je še vedno nepojasnjen. Zaradi nedostopnosti in majhnih količin celic beta 
Langerhansovih otočkov nimamo vpogleda v delovanje celic beta in etiologijo nastanka SBT1. 
Proučevanje ZV in vezikularne RNA kot bioloških poročevalcev pri nastanku SBT1 in 
posrednikov patoloških signalov bolezni bi lahko razkrilo nova spoznanja o SBT1. ZV SBT1 
imajo potencial napovednih in diagnostičnih bioloških označevalcev, poleg tega pa zaradi 
možnosti pri posredovanju razvoja bolezni predstavljajo tudi biološke tarče za preprečevanje 
nastanka bolezni. Poznavanje ZV pri SBT1 bi lahko pomembno osvetlilo etiologijo nastanka 
SBT1 in pomagalo pri preprečevanju in zdravljenju SBT1. 
 
Namen dela 
V sklopu doktorskega raziskovalnega dela smo si zastavili naslednje cilje: 
 Izolacija zunajceličnih veziklov (mikroveziklov in eksosomov) iz krvne plazme oseb s 
SBT1 in zdravih preiskovancev. 
 Izolacija vezikularne RNA, sekvenciranje z metodo naslednje generacije (NGS) in 
analiza podatkov sekvenciranja.  
 Opredelitev tistih zvrsti RNA, ki bi bile lahko vpletene v zgodnje faze razvoja SBT1 in 
so možen biološki označevalec SBT1 v klinični praksi. 





 ZV, ki izhajajo iz celic beta Langerhansovih otočkov, se nahajajo tudi v periferni krvi 
človeka. 
 Zastopanost zvrsti majhnih nekodirajočih molekul RNA, izoliranih iz zunajceličnih 
veziklov pri osebah z novoodkrito SBT1 in osebah z dlje časa trajajočo SBT1, se 
razlikuje od RNA, izolirane iz zunajceličnih veziklov zdravih preiskovancev. 
 Posamezne vrste majhnih nekodirajočih molekul RNA so lahko diagnostični in 
napovedni označevalec SBT1. 
 Posamezne vrste majhnih nekodirajočih molekul RNA značilno vplivajo na imunsko 
kompetentne celice oseb s SBT1. 






V sklop preiskav ZV-miRNA smo vključili tri skupine z desetimi preiskovanci: skupino 
preiskovancev z novoodkrito SBT1, skupino preiskovancev z deset let trajajočo SBT1 in zdrave 
preiskovance primerljive starosti. Novoodkritim osebam s SBT1 (nSBT1), ki smo jih vključili 
v preiskavo, smo odvzeli kri za namen preiskave ZV zadnji dan pred odpustom iz bolnišnice. 
To je bil navadno peti dan hospitalne obravnave ob postavitvi diagnoze, ko so preiskovanci že 
imeli vzpostavljene normalne ravni krvne glukoze z eksogenimi odmerki inzulina. Vsi 
preiskovanci so bili v predpubertetnem stadiju in so imeli prisotno vsaj eno izmed protiteles 
značilno za SBT1: proti GAD65 (glutaminski dekarboksilazi 65), ZnT8 (cinkovemu 
transporterju 8) in/ali IA-2 (tirozinski fosfatazi soroden antigen otočkov 2), ki nakazujejo na 
aktivnost avtoimunskega procesa in so povezana s propadom celic beta Langerhansovih 
otočkov. Z določanjem C-peptida smo preiskovancem opredelili stopnjo ohranjenosti aktivnosti 
celic beta. Preiskovanci ob postavitvi diagnoze niso imeli prepoznanih drugih avtoimunskih 
obolenj in niso bili predhodno obravnavani zaradi kakšnih drugih avtoimunskih ali kroničnih 
obolenj. Vzorce krvi preiskovancev z 10 let trajajočo SBT1 (10let-SBT1) smo pridobili ob 
rednih letnih kontrolnih pregledih. Preiskovanci z 10let-SBT1 do časa vključitve v raziskavo 
niso imeli prepoznanih drugih avtoimunskih bolezni in v času pregleda niso imeli drugih 
obolenj. Preiskovanci tudi niso imeli zaznavnih protiteles, povezanih s SBT1 in določljivih 
vrednosti C-peptida, kar nakazuje na nezaznavno aktivnost avtoimunskega procesa in 
nezaznavnost celic beta. Vsi preiskovanci z novoodkrito in 10 let trajajočo SBT1 so bili 
obravnavani na Kliničnem oddelku za endokrinologijo, diabetes in bolezni presnove 
(KOEDBP), Pediatrične klinike, UKC Ljubljana. Med kontrolne preiskovance (ZK) smo 
vključili deset zdravih kontrolnih preiskovancev, katerih vzorce krvi smo pridobili na rednih 
sistematskih pregledih pri petem letu starosti. Zdravi preiskovanci niso imeli zaznavnih 
protiteles, povezanih s SBT1, ali drugih prepoznanih avtoimunskih bolezni in niso imeli 
primerov SBT1 ali SBT2 v družini.  
Vsi preiskovanci oziroma njihovi zakoniti zastopniki so soglašali z vključitvijo v preiskavo, kar 
so potrdili s podpisom obrazca, in sicer po tem, ko sta jim bila pojasnjena namen in protokol 
preiskave. Preiskavo je odobrila Komisija RS za medicinsko etiko (No. 29 /02/13 in 31/04/16), 
pri čemer smo upoštevali smernice Helsinške konvencije z vsemi posodobitvami in pravila 
Dobre klinične prakse. Vsem preiskovanem smo odvzeli kri v 10 mL EDTA epruveto, kri 
centrifugirali na 2.000 x g 10 min in krvno plazmo prenesli v krioviale ter zmrznili na -80 °C 
za nadaljnje analize. 




3.2 Osebe po transplantaciji Langerhansovih otočkov 
Za lažjo in natančnejšo opredelitev signalov ZV-RNA propadanja celic beta smo v raziskavo 
vključili dva preiskovanca, ki sta imela transplantirane Langerhansove otočke. Vzorce krvne 
plazme transplantirancev pred transplantacijo in eno, šest in 24 ur po transplantaciji smo 
pridobili iz sodelujoče klinike in laboratorija San Raffaele Diabetes Research Institute, IRCCS 
Ospedale San Raffaele iz Milana (Italija), kjer izvajajo takšno obliko zdravljenja. Oba 
transplantiranca sta bila moška, stara 54 let (preiskovanec TXA) in 51 let (preiskovanec TXB). 
Krvna plazma je bila pridobljena po enakem postopku, kot pri preiskovanih s SBT1 in ZK, 
obravnavanih na KOEDBP in shranjena na -80 °C do nadaljnje analize. Transplantiranca sta 
kot ostali preiskovanci podpisala pisno soglasje za sodelovanje v raziskavi po predhodni 
pojasnitvi namena in protokola raziskave. 
 
3.3 Medij Langerhansovih otočkov 
Medij Langerhansovih otočkov, ki smo ga uporabili kot pozitivno kontrolo za določanje 
membranskih označevalcev ZV Langerhansovih otočkov, nastane kot stranski produkt pri 
predtransplantacijskem postopku izolacije in ohranjanja Langerhansovih otočkov do presaditve 
prejemnikom. Ker velja, da celice sproščajo ZV v medcelični prostor, smo predvideli, da 
morajo biti v mediju tudi ZV Langerhansovih otočkov in s tem ZV celic beta. Medij treh 
donorjev Langerhansovih otočkov (54-letne ženske in 43- ter 47-letnih moških) so nam v 
sklopu sodelovanja odstopili iz klinike in laboratorija San Raffaele Diabetes Research Institute, 
IRCCS Ospedale San Raffaele iz Milana (Italija).  
 
3.4 Izolacija zunajceličnih veziklov iz krvne plazme in medija Langerhansovih 
otočkov 
Zunajcelične vezikle krvne plazme smo izolirali s precipitacijskim reagentom na osnovi 
polietilenglikola (PEG-8000; Sigma Aldrich). 1 mL krvne plazme smo predhodno centrifugirali 
30 min na 10.000 g pri 4 °C, da smo odstranili celične ostanke in dodali 400 µL raztopine 
precipitacijskega reagenta (PEG-8000 v 1x fosfatnem pufru; PBS: fosfatni pufer) in inkubirali 
30 min pri 4 °C. Raztopino krvne plazme s precipitacijskim reagentom smo centrifugirali 
10.000 x g 30 min pri 4 °C in tako izolirali frakcijo krvne plazme, ki je vsebovala ZV. 
ZV medija Langerhansovih otočkov smo izolirali po enakem principu, kot ZV krvne plazme, 
le da smo po prvem centrifugiranju z namenom odstranitve celičnih ostankov (10.000 x g, 30 
min pri 4 °C ) 0,5 mL mediju Langerhansovih otočkov dodali 1 mL raztopine PEG-8000 z višjo 




koncentracijo (0,5g PEG-8000 / 1 mL 1x PBS). Raztopino medija s precipitacijskim reagentom 
smo centrifugirali 10.000 x g 30 min pri 4 °C in tako izolirali frakcijo ZV Langerhansovih 
otročkov, ki smo jo uporabili za nadaljnjo analizo. 
 
3.5 Slikovna analiza zunajceličnih veziklov s transmisijsko elektronsko mikroskopijo 
Prisotnost, morfologijo in specifične ZV krvne plazme in medija iz Langerhansovih otočkov 
smo opredeljevali s transmisijsko elektronsko mikroskopijo (TEM). Izolirano frakcijo ZV smo 
fiksirali s fiksativom (4 % formaldehid v 0.1 M fosfatnem pufru, pH 7.2) z 2,5-urno inkubacijo 
pri sobni temperaturi, spirali 3 x 5 min z 1 x PBS in 2 x 5 min 0.15 % glicinom/PBS. Fiksiran 
pelet ZV smo vklopili v 12 % želatino in vzorce rezali na 0,5 × 0,5 × 0,5 mm bloke, in inkubirali 
24 ur v 2.3 M sukrozi z namenom krioprotekcije vzorčnega materiala. Rezane bloke smo s 
tekočim dušikom pritrdili na nosilce za vzorce in pripravili ultratanke rezine, debeline 60 nm z 
EM-FCS UCT (Leica) pri -120 ˚C, ki smo jih pritrdili na zlate mrežice z 1:1 raztopino 2.3 M 
sukroze in 2 % metil celuloze. Rezine smo nato inkubirali v 2 % želatini in spirali 5 x 2 min z 
0.15 % glicinom v PBS in blokirali z 1 % BSA-c. 
ZV smo označevali z imunogold metodo s protitelesi proti membranskim proteinom GAD2 
(poznan tudi kot GAD-65 | Sigma Aldrich, AMAb91048-100UL, HP044637-100UL), PRPRN 
(poznan tudi kot IA-2 | Sigma Aldrich, APA007179-100UL), DGCR2 (Sigma Aldrich, 
HPA000873-100UL) in topnemu peptidu INS (inzulin, Abbexa, abx019113), ki se močno 
izražajo v Langerhansovih otočkih in zanemarljivo v drugih delih telesa. Tarčne proteine, ki se 
močno izražajo v Langerhansovih otočkih, smo izbrali na podlagi podatkovne baze Human 
protein atlas (Human Protein Atlas version 16). Vzorce smo označevali s primarnimi protitelesi 
proti ZV-tarčam preko noči in po spiranju s PBS s sekundarnimi poliklonskimi protitelesi proti 
primarnim protitelesom, konjugiranimi z 6 nm in 18 nm zlatimi delci. Po vezavi sekundarnih 
konjugiranih protiteles smo vzorce obarvali z metilcelulozo/uranil acetatom, posušili in slikali 
s transmisijskim mikroskopom Philips CM100 pri 80 kV. 
 
3.6 Izolacija RNA zunajceličnih veziklov in priprava vzorcev za NGS sekvenciranje 
kratkih nekodirajočih zaporedij RNA 
ZV krvne plazme preiskovancev, ki smo jih izolirali s precipitacijskim reagentom, smo 
resuspendirali v 200 µL 1 x PBS. ZV-RNA smo izolirali s fenol-kloroformno ekstrakcijo po 
navodilih miRNeasy serum/plasma reagenčnega kompleta (Qiagen). Pri tem smo v 200 µL 
pripravljene suspenzije ZV v PBS dodali 1 mL Qiazola, inkubirali na sobni temperaturi 5 min 




in nato dodali 200 µL kloroforma, ter centrifugirali 15 min na 10.000 x g, da se je ločila vodna 
in organska faza. Vodno fazo, kjer se nahaja RNA, smo prenesli v 1 mL absolutnega alkohola 
in nadaljevali izolacijo na RNeasy MinElute spin kolonah in s spiranjem s pufri RWT in RPE 
ter 80 % alkoholom. ZV-RNA smo eluirali z vodo brez nukleaz in shranili do nadaljnje analize 
na -80 °C. 
Iz izoliranih vzorcev ZV-RNA smo pripravili NGS knjižnice za sekvenciranje kratkih 
nekodirajočih RNA zaporedij z reagenčnim kompletom NEBNext® Small RNA Library Prep 
Set za sekvenciranje s sekvenatorji Illumina. Vzorce smo pripravili po navodilih proizvajalca, 
pri čemer smo adaptorska zaporedja ligirali na 3' in 5' konec vzorčnih ZV-RNA, produkte z 
ligiranimi adaptorskimi zaporedji smo obratno prepisali v komplementarno DNA (cDNA), 
indeksirali vsak vzorec s svojimi zaporedji in pomnožili z verižno reakcijo s polimerazo (PCR). 
PCR produkte smo prečistili s QIAquick PCR Purification reagenčnim kompletom (Qiagen) in 
preverili uspešnost nastanka produktov knjižnic z uporabo na čipu vodene elektroforeze na 
napravi Agilent 2100 Bioanalyzer System (Agilent) z reagenčnim kompletom DNA 1000. 
Dodatnega koraka izbora dolžine produktov nastalih knjižnic za sekvenciranje nismo izvedli 
zaradi želje po ohranitvi celotne informacije kratkih nekodirajočih RNA. Uspešno pripravljene 
knjižnice, ki smo jim z analizo na čipu vodene elektroforeze določili zanemarljive količine 
adaptorskih dimernih produktov, smo kvantificirali s kvantitativno metodo pomnoževanja s 
polimerazo (qPCR). V primeru večjega deleža adaptorskih dimernih produktov v knjižnicah 
vzorcev smo knjižnice vzorcev ponovno pripravili. Vzorce smo po poskusnem sekvenciranju 
na sekvenatorju MiSeq sekvencirali s sekvenatorjem HiSeq, pri čemer smo z enosmernim 
sekvenciranjem s 50-cikli določili več kot 100 M prebranih zaporedij na vzorec posamezne 
knjižnice kratkih nekodirajočih RNA dolžine 50 nukleotidov. 
  




3.7 Bioinformatska analiza miRNA zunajceličnih veziklov 
Pridobljenim sekvenčnim podatkom smo preverili kakovost prebranih zaporedij s programskim 
orodjem fastqc (verzija 0.11.8) in odstranili adaptorska zaporedja v določenih nukleotidnih 
zaporedjih. 3' adaptorska zaporedja smo odstranili s programskih orodjem cutadapt (verzija 
1.14) (135) z 10 % dovoljeno napako v prepoznavanju odstopanja nukleotidnega ujemanja 
adaptorskih zaporedij in odstranitvijo zaporedij z nižjo kakovostjo (Phred Q<20). Podatke z 
odstranjenimi zaporedji smo nato s programskim orodjem sRNAtoolbox (verzija 1.3) (136), 
modulom sRNAbench, nalegali na humani genom (hg38) in anotirali kratke nekodirajoče RNA, 
ki so poznane v podatkovnih bazah miRBase (miRNA), RNA central (yRNA, siRNA, tRNA in 
kodirajoče RNA). Vse navedene podatkovne baze so bile vključene v sRNAtoolbox (verzija 
1.3). Razlike v izražanju v naleganih kvantificiranih anotiranih zaporedij miRNA v 
preiskovanih skupinah nSBT1, 10let-SBT1, ZK smo določili z sRNAde modulom. V 
primerjalni analizi nSBT1, 10let-SBT1 in ZK smo izključili miRNA z nižjim izražanjem od 10 
prebranih zaporedij miRNA na vzorec v preiskovanih skupinah. Kot statistično značilne 
različno izražene miRNA med posameznimi skupinami smo upoštevali rezultate tistih miRNA, 
ki so imeli vrednosti deleža napačnih zadetkov (FDR) primerjalne analize sRNAde edgeR 
manjše od 0,05. Analizo ZV-miRNA krvne plazme oseb po transplantaciji ZV smo izvajali po 
enakem postopku kot nSBT1, 10let-SBT1 in ZK, le da smo primerjalno analizo izvedli z 
miRNA, ki so imele več kot 100 določenimi zaporedji v posameznem vzorcu. Pri tem smo 
kronološko primerjali izražanje ZV-miRNA vzorcev po eni, šest in 24 urah po transplantaciji z 
ZV-miRNA z izražanjem ZV-miRNA pred transplantacijo. Kot statistično značilne različno 
izražene ZV-miRNA oseb po transplantaciji Langerhansovih otočkov smo upoštevali rezultate 
primerjave edgeR z FDR< 0,05. 
 
3.8 Izbor miRNA z različnim izražanjem pri SBT1  
Na podlagi primerjalne analize izražanje miRNA med preiskovanimi skupinami s SBT1 in ZK 
ter transplantiranci Langerhansovih otočkov smo izbrali 8 miRNA s FDR<0,05 za nadaljnjo 
in vitro funkcionalno opredelitev regulacije imunskega sistema. hsa-miR-122-5p, 
hsa-miR-192-5p, hsa-miR-193b-5p, hsa-miR-185-5p, hsa-miR-195-3p, hsa-miR-455-5p smo 
določili na podlagi rezultatov različnega izražanja med preiskovanci SBT1, 10let-SBT1 in ZK. 
hsa-miR-375-3p in hsa-miR-129-5p miRNA pa sta bili najznačilneje povezani s transplantacijo 
Langerhansovih otočkov.  
  




3.9 In vitro funkcionalna opredelitev imunomodulatorne vloge miRNA zunajceličnih 
veziklov 
Imunomodulatorno vlogo ZV-miRNA, ki se različno izražajo pri preiskovancih s SBT1 in 
ZV-miRNA in so povezane z aktivnim propadom celic beta Langerhansovih otočkov, smo 
določali na vzorcih polne krvi desetih preiskovancev z nSBT1 in desetih zdravih preiskovancev 
primerljive starosti. Preiskovanci oz. njihovi zakoniti zastopniki so prostovoljno pristopili k 
raziskavi ob razložitvi namena preiskave in seznanitvi s tveganji, za kar so podali pisno 
soglasje. Za potrebe in vitro funkcionalne raziskave smo preiskovancem odvzeli 10 mL krvi v 
Na-heparinske epruvete in kri razredčili v razmerju 1:1 z RPMI medijem ter alikvotirali po 0,5 
mL v sterilne polistirenske epruvete. Vpliv različno izraženih ZV-miRNA smo analizirali 
skupaj z DOTAP (N-[1-(2,3-Dioleoiloksi)propil]-N,N,N-trimetilamonijev metil-sulfat; Sigma 
Aldrich) sintetičnimi vezikli, ki posnemajo ZV in omogočajo dostavljanje preiskovanih 
zaporedij nukleinskih zaporedij po endolizosomalni poti (137). Sintetičnim vezikli DOTAP, ki 
smo jih ustvarili z 7.5µL DOTAP/reakcijo, smo dodali HPLC prečiščena miRNA zaporedja 
(IDT) hsa-miR-122-5p, hsa-miR-192-5p, hsa-miR-193b-5p, hsa-miR-185-5p, hsa-miR-195-
3p, hsa-miR-455-5p, hsa-miR-375-3p, hsa-miR-129-5p, da je v končni reakcijski zmesi znašala 
koncentracija miRNA 0,5 µM. Optimalno koncentracijo miRNA za stimulacijo celic 
imunskega sistema s sintetičnimi vezikli DOTAP in določanje izražanja označevalcev 
aktivacije CD69 in citotoksičnosti CD107a smo določali s predhodno titracijo miRNA. Na 
podlagi titracije smo določili 0,5 µM koncentracijo kot optimalno koncentracijo, ki je dosegla 
plato izražanja CD69 in CD107a na preiskovanih vzorcih za določitev optimalne koncentracije 
miRNA z DOTAP sintetičnimi vezikli (Slika 5). Skupno smo na vzorcih krvi testirali 24 
različnih pogojev. Poleg miRNA/DOTAP smo kot pozitivne kontrole testirali aktivatorje 
imunskega sistema 0,5 µM ssRNA40/LyoVec (Invivogen, tlrl-lrna40) in 10 µg/mL Poly(I:C) 
HWC (Invivogen, tlrl-pic), ki aktivirata TLR7 oz. TLR8 (TLR7/8) reakcijsko pot, ter 2.5 µg/mL 
PHA z 200 IU/mL IL2 (PHA: Sigma Aldrich, L9017-1MG; IL2: ROCHE, 11011456001), 
splošna aktivatorja celic T imunskega sistema. Dodatno smo določali opazovane parametre 
aktivacije imunskega sistema v vzorcih krvi brez dodatkov, preverjali vpliv samih miRNA, brez 
sintetičnih veziklov, in vpliv samih sintetičnih veziklov DOTAP brez miRNA. Ker je aktivacija 
TLR7/8 pogojena s prisotnostjo uridilov v zaporedju ssRNA smo kot dodatno negativno 
kontrolo uporabili RNA41, zaporedje RNA40, kjer so uridili zamenjani z adenini (138), ki služi 
kot negativna kontrola pri testiranju aktivacije TLR7/8. RNA41 smo izpostavili z DOTAP 
sintetičnimi vezikli v enakem razmerju kot ostale testirane miRNA. Kri z dodanimi različnimi 
izpostavitvenimi pogoji smo inkubirali 21 ur pri 37 °C, 5 % CO2. 





Slika 5: Določitev optimalne koncentracije miRNA za doseganje platoja izražanja CD69 in CD107a 
celic T CD4+ in CD8+. Optimalno koncentracijo 0,5 µM miRNA za stimulacijo s sintetičnimi vezikli 
DOTAP smo določili arbitrarno na podlagi doseganja platoja stimulacije pri meritvah izražanja 
označevalca (A) CD69 na celicah T CD4+ in CD8+ in (B) CD107a celicah T CD8+ na dveh vzorcih 
zdravih odraslih preiskovancev (SampleA in SampleB). 
 
Za določanje označevalca proliferacije CD69 preiskovanih populacij celic T CD4+ in CD8+ 
smo vzorce krvi, inkubirane 21 ur pri različnih pogojih, označevali s protitelesi proti-
človeškim-CD69 konjugiranimi s fluorescin izotiocianaton (FITC) (BD Pharmigen), proti-
človeškim-CD3 konjugiranimi s fikoertrinom (PE) (BD Biosciences), proti-človeškim-CD8 
konjugiranimi s peridinin klorofilni proteinom s cianinskim barvilom 5.5 (PerCP-Cy 5.5) (BD 
Pharmigen) in proti-človeškim-CD4 konjugiranimi s alofikocianinom (APC*) (BD 
Biosciences) z 20 min inkubacijo pri sobni temperaturi. Za določanje CD107a smo celice krvi 
označevali s protitelesi proti-človeškim-CD3 FITC 345762; BD Pharmigen: proti-človeškim-
CD107a PE (BD Biosciences), proti-človeškim-CD8 PerCP-Cy 5.5 (BD Pharmigen) in proti-
človeškim-CD56 APC* (BD Biosciences) z 20 min inkubacijo pri sobni temperaturi. Po 20- 
minutni inkubaciji smo vzorce lizirali s pufrom za lizo eritrocitov BD FACS Lysing Solution 
(BD Biosciences) in spirali s PBS z dodanim 0,1 % BSA. Meritve smo izvajali na pretočnem 
citometru BD FACSCanto II System (BD Biosciences) in analizirali celične populacije s 
programskim orodjem BD FACSDiva™ Software (BD Biosciences). Primer strategije 
določanja celičnih označevalcev in celičnih populacij je prikazan na Sliki 6. 
  





Slika 6: Primer strategije določanja izražanja označevalcev (A) CD69 in (B) CD107a na celicah T CD4+ 
in CD8+ in celicah NK CD56+ s pretočno citometrijo. V kvadratkih so označene populacije celic z 
izraženimi označevalci CD69 in CD107a za primer stimulacije vzorca polne krvi z dodanimi 
sintetičnimi vezikli DOTAP (negativna kontrola) in hsa-miR-375-3p s sintetičnimi vezikli DOTAP. 
Abscisne osi grafov prikazujejo izražanje označevalcev za določanje populacij celic (CD4, CD8, CD56) 
in ordinatne osi označevalce zgodnjega prehodnega označevalca CD69 in degranulacije CD107a s 
pripadajočimi fluorescenčnim barvilom. 
 
Razlike izražanja aktivacijskih označevalcev CD69 in CD107a pri opazovanih celičnih 
populacijah smo določali v programskem okolju Python s programskim paketom DABEST 
(139), s katerim smo tudi izrisali primerjalne grafe vpliva vezikularnih miRNA. Zaradi 
primerjave številnih testiranih pogojev smo vpeljali korekcijo FDR z uporabo dvostranskega 
Benjamini, Krieger, & Yekutieli (TSBKY) postopka. Korekcijo primerjave številnih testiranih 
pogojev smo določili v programskem okolju Python s programskim paketom StatsModels 
0.9.064 (140). Opredelitev vpliva stimulacijskih miRNA na aktivacijo celic imunskega sistema 
smo določili s parno analizo primerjave povprečnih razlik tako, da smo rezultate vzorcev 
DOTAP-miRNA primerjali z vzorci DOTAP (brez miRNA) in stimulacije miRNA brez 
sintetičnih veziklov (samo miRNA) primerjali z vzorci krvi brez dodatkov. Določanje razlik v 
aktivaciji imunskega sistema med preiskovanci z nSBT1 in ZK smo določali z neparno analizo 
primerjave povprečnih razlik. Parno analizo primerjave povprečnih razlik in neparno analizo 
primerjave povprečnih razlik smo izvedli s Hedges' g korekcijo s 5000 ponovitvami vzorčenja 
in s 95 % intervalom zaupanja ter opredelili stimulacijski efekt. V kolikor je bila določena 
q-vrednost FDR CD69 in CD107a parnih analiz nižja od 0,05 in neparnih analiz nižja od 0,1, 
smo rezultate opredelili kot statistično signifikantne. 
 




3.10 Kopičenje miRNA zunajceličnih veziklov v krvnih celicah imunskega sistema 
Kopičenje ZV-miRNA smo določali s 6'karboksifluorescinom (FAM) označeno miRNA - hsa-
miR-375-3p-FAM (HPLC čiščenje; IDT) in sintetičnimi vezikli DOTAP (ROCHE), ki smo jih 
pripravili kot v predhodnih eksperimentih (metode 3.9), s katerimi smo preverjali aktivacijo in 
degranulacjo celic imunskega sistema (7.5µL DOTAP/0,5mL reakcijo; 0,5 µM miRNA). 
Kopičenje vezikularne miRNA v krvnih celicah imunskega sistema smo določali na vzorcih 
polne krvi treh zdravih odraslih preiskovancev. Po dodatku sintetičnih veziklov DOTAP s FAM 
fluorescenčno označeno miRNA in neoznačeno miRNA (ki je služila kot kontrola), smo vzorce 
inkubirali na 37 °C in 5 % CO2, ter določali kopičenje DOTAP/miRNA po 5 min, 30 min, 1 uri, 
2 urah, 4 urah in 6 urah. Kopičenje ZV-miRNA smo opredelili na podlagi izmerjene intenzitete 
fluorescence, merjene na absorbcijsko/emisijskemu območju FITC s primerjavo vzorcev z 
DOTAP neoznačeno hsa-miR-375-3p in DOTAP fluorescenčno označeno hsa-miR-375-3p-
FAM. 
Vzorce za meritev v različnih časovnih intervalih smo sprali z reagentom Phagotest A 
(Phagotest kit; Glycotope Biotechnology), inkubirali 20 min pri sobni temperaturi s 
protitelesom proti-človeškemu-CD14 PerCP-Cy 5.5 (BD Bioscience). Z dodatkom reagenta B 
smo utišali fluorescenco, ki jo oddaja morebiten ostanek fluorescenčno-označene miRNA na 
površini celic. Sledila je analiza eritrocitov z reagentom Phagotest C in resuspenzija celic v 
reagentu Phagotest A. Meritve smo izvajali na pretočnem citometru BD FACSCanto II System 
(BD Biosciences). Za določanje celičnih populacij limfocitov, monocitov in granulocitov smo 
uporabili parametre FSC, SSC (ločevanje limfocitov in granulocitov) in spektra PerCP-Cy5.5 
za določitev populacij CD14+ monocitov ter FITC za določitev kopičenja miRNA (hsa-miR-
375-3p-FAM). Meritve pretočne citometrije smo izvajali na pretočnem citometru BD 
FACSCanto II System (BD Biosciences) in izvedli primarno analizo določanja populacij s 
programom BD FACSDiva™ Software (BD Biosciences). Za vsak vzorec v preiskovanem 
časovnem intervalu smo določili relativno fluorescenco DOTAP/hsa-miR-375-3p-FAM v 
odvisnosti od DOTAP/hsa-miR-375-3p: 
 
relativna fluorescenca vzorca =  
vzorec z fluorescentno označeno miRNA (DOTAP/miRNA − FAM)
vzorec z neoznačeno miRNA (DOTAP/miRNA)
 
 
Z določitvijo relativne flourescence smo opredelili vpliv kopičenja ZV-miRNA v odvisnosti od 
avtofluorescence, ki nastane zaradi aktivacije celic imunskega sistema. Opredelitev celičnih 
skupin s pretočno citometrijo in strategija določitve kopičenja miRNA je prikazana na Sliki 7. 







Slika 7: Primer strategije določanja celičnih populacij granulocitov, limfocitov in monocitov z 
znotrajceličnim kopičenjem DOTAP/hsa-miR-375-3p in DOTAP/hsa-miR-375-3p-FAM. Na sliki sta 
prikazana meritev vzorcev stimulacije z neoznačeno miRNA DOTAP/hsa-miR-375-3p (levo) in 
DOTAP/hsa-miR-375-3p-FAM fluorescenčno označena miRNA (desno) po 2 urah inkubacije.  




3.11 Znotrajcelično kopičenje miRNA zunajceličnih veziklov v krvnih celicah imunskega 
sistema 
Znotrajcelično kopičenje ZV-miRNA smo določali s fluorescenčno mikroskopijo. Celice polne 
krvi, ki smo jih redčili v razmerju 1:1 z RPMI, smo izpostavili DOTAP sintetičnim veziklom s 
fluorescenčno označeno hsa-miR-375-3p-FAM in inkubirali vzorce 2 uri na 37 °C pri 5 % CO2. 
Po dveh urah smo celicam dodali reagent Lysosomal Staining Reagent (Abcam) za označevanje 
lizosomov in inkubirali dodatnih 20 min, nato celice sprali s PBS in celice nanesli na objektivno 
stekelce s centrifugiranjem s Cytospin 4 centrifuge (Thermo Fischer). Na območje nanešenih 
celic na objektnem stekelcu smo dodali barvilo za označevanje celičnih jeder DAPI II 
Counterstain (Abbot), prekrili s krovnim stekelcem in slikali označene celice z vsebujočimi 
hsa-miR-375-3p-FAM s fluorescenčnim mikroskopskim sistemom Olympus (Olympus Life 
Science BX61). Slike smo obdelali s programskim orodjem Image J (verzija 1.8.0_112) (141). 
 
 
3.12 Določanje aktivacije TLR7/8 miRNA zunajceličnih veziklov 
Aktivacijo TLR7 oziroma TLR8 smo potrjevali na vzorcih krvi treh zdravih odraslih 
preiskovancev, ki smo jim dodajali sintetične vezikle z miRNA, ki so pokazale pri 
preiskovancih nSBT1 znižano izražanje aktivacijskega označevalca CD69 na celicah T CD4+ 
imunskega sistema (hsa-miR-122-5p, hsa-miR-455-5p, hsa-miR-375-3p, hsa-miR-129-5p). 
Duplikatom vzorcev smo dodali inhibitor TLR7/8 klorokin (CQ) s končno koncentracijo 
20 µM, ki smo jo določili na podlagi predhodne titracije s CQ skupaj z inkubacijo 
ssRNA40/LyoVec in hsa-miR-455-5p DOTAP v prisotnosti s CQ (Slika 8). Vpliv ZV miRNA 
na aktivacijo imunskega sistema preko TLR7/8 smo potrjevali z izpostavljenostjo s CQ po 21 
urah inkubacije pri 37 °C s 5 % CO2 z označevanjem CD69 in CD107a kot pri eksperimentih 
in vitro (metode 3.9). Rezultate smo prikazali z grafikoni kvantilov s programskim paketom 
ggplot2 v programskem okolju R (142).  






Slika 8: Določitev optimalne inhibitorne koncentracije klorokina za utišanje aktivacije DOTAP/miRNA 
TLR7/8 poti. Grafi predstavljajo stimulacijo v odvisnosti od koncentracije inhibitorja klorokina (CQ) 
ob transfekciji hsa-miR-455-5p s sintetičnimi vezikli DOTAP (miR-455) in ssRNA40/LyoVec 
(ssRNA40). 20 µM optimalno koncentracijo smo določili na podlagi doseženih platojev efekta inhibicije 
pri opazovanih parametrih izražanja CD69 na celic T CD4+ in CD8+ in izražanja CD107a na celicah T 





3.13 Določanje strukture preiskovanih miRNA  
Sekundarne strukture preiskovanih miRNA v in vitro testih (hsa-miR-122-5p, hsa-miR-192-5p, 
hsa-miR-193b-5p, hsa-miR-185-5p, hsa-miR-195-3p, hsa-miR-455-5p, hsa-miR-375-3p in 
hsa-miR-129-5p) smo določali s prosto dostopnim računalniškim orodjem RNAfold web server 
(143). Strukture smo nato primerjali z intenziteto izražanja CD69 in CD107a celic T in celic 
NK ob stimulaciji DOTAP-miRNA s sintetičnimi vezikli. 
  




3.14 Določanje dolžine telomer in nitrozativnega stresa v odvisnosti od glikemične 
kontrole 
Dolžine telomer smo določili 61 preiskovancem, ki smo jih izbrali iz registra 1200 oseb s SBT1, 
ki so bili obravnavani med letoma 2010 in 2016. Preiskovance smo ločili v dve skupini na 
podlagi povprečne 5-letne vrednosti HbA1c, označevalca glikemične urejenosti bolezni, ki se 
določa v sklopu rednih letnih kontrol. Skupini smo opredelili glede na glikemično urejenost na 
skupino s konstantno dobro glikemično urejenostjo, ki je imela povprečno 5-letno vrednost 
HbA1c pod 7,5 %, in skupino preiskovancev s slabo glikemično urejenostjo z vrednostmi 
HbA1c nad 8,5 %. Preiskovanci niso imeli drugih prepoznanih avtoimunskih obolenj ali drugih 
kroničnih bolezni. V preiskavo določanja telomer smo tako uvrstili 38 preiskovancev z dobro 
glikemično urejenostjo in v skupino s slabo glikemično urejenostjo 23 preiskovancev. 
Preiskavo je odobrila Komisija RS za medicinsko etiko (No. 29 /02/13), pri čemer smo 
upoštevali smernice Helsinške konvencije z vsemi posodobitvami in pravila Dobre klinične 
prakse (No. 29 /02 /13). 
Pri vsakem od 61 posameznikov s SBT1 smo določili relativne dolžine telomer (rTL) v štirih 
oziroma petih vzorcih DNA, skupno v 297 vzorcih DNA. Dinamiko spreminjanja dolžin 
telomer smo opredelili na podlagi meritev rTL, ki smo jih določili z metodo qPCR. Določanje 
qPCR rTL temelji na meritvah nastanka telomernega produkta (T), ki odraža dolžino telomer 
in referenčnega beta-globinskega gena (S), s katerim smo opredelili koncentracijo preiskovane 
DNA. Reakciji T in S produkta smo določali v ločenih reakcijah qPCR. Vsaka qPCR reakcija 
s končnim volumnom 15 μL je vsebovala 20 ng vzorca DNA , 7,5 μL Type-IT HRM Master 
Mix (Qiagen), 3,5 pmol telomernih ali beta-globinskih začetnih oligonukleotidov in 0,05 μL 
referenčnega barvila ROX (Thermo Fischer). Za določanje T smo uporabili začetna 
oligonukleotida z zaporedjem 
ACACTAAGGTTTGGGTTTGGGTTTGGGTTTGGGTTAGTGT in 




rTL meritve smo izvajali v mikrotiterskih ploščicah s 96-vdolbinicami na Applied Biosystems 
7500 Fast Real-Time PCR System (Applied Biosystems) v dveh ločenih termičnih protokolih 
PCR. Za določanje telomernih produktov smo uporabili PCR protokol, ki je vseboval začetno 
denaturacijo pri 95 °C/10 min, štiri predcikle: 95 °C/15 s; 49 °C/20 s, ki jim je sledilo 
pomnoževanje s 30-imi cikli z 95 °C/15 s, 62 °C/ 10 s, 71 °C/ 15 s z določanjem signala. 




Kvantifikacija referenčnega gena in s tem določanje količine DNA je vključevala začetno 
denaturacijo pri 95 °C/10 min in 40-ih ciklov 94 °C/17 s; 62 °C/10 s; 87 °C/15 s z določanjem 
signala. Zaradi velike variabilnosti metode smo relativne dolžine telomer določali z devetimi 
meritvami (9 meritev; 3 meritve na 3 mikrotitirskih ploščicah). Iz izmerjenih pražnih vrednosti 
T in S smo z metodo ΔΔCt določili vsakemu vzorcu rTL v vzorcu DNA s preračunanim 
razmerjem določenih pražnih ciklov telomernega produkta glede na pražni cikel referenčnega 
gena DNA (T/S):  
𝑟𝑇𝐿 = 𝛥𝛥𝐶𝑡 (
𝑇
𝑆
) = 2 
(− 
(𝑝𝑜𝑣𝑝𝑟𝑒č𝑛𝑎 𝑇 𝐶𝑡 𝑣𝑧𝑜𝑟𝑐𝑎) − (𝑝𝑜𝑣𝑝𝑟𝑒č𝑛𝑎 𝑆 𝐶𝑡 𝑣𝑧𝑜𝑟𝑐𝑎)
(𝑝𝑜𝑣𝑝𝑟𝑒č𝑛𝑎 𝑇 𝐶𝑡 𝑟𝑒𝑓.𝑣𝑧𝑜𝑟𝑐𝑎) − (𝑝𝑜𝑣𝑝𝑟𝑒č𝑛𝑎 𝑆 𝐶𝑡 𝑟𝑒𝑓.𝑣𝑧𝑜𝑟𝑐𝑎) 
) 
 
Ker metoda temelji na referenčni vrednosti smo vse meritve primerjali glede na vrednost 
vzorca, ki smo ga določali pri vseh meritvah. V kolikor je variabilnost ponovitev rTL 
posameznega vzorca presegala 15 %, smo odstopajoče meritve odstranili iz nadaljnjih 
primerjanih analiz. Dinamiko telomer smo določali z linearno regresijsko analizo, pri kateri 
smo rTL preiskovancev v preiskovanih skupinah primerjali s starostjo preiskovancev, trajanjem 
SBT1 in razmerjem med trajanjem SBT1 in starostjo preiskovancev (trajanje-SBT1/starost). 
Razliko med primerjanima skupinama smo določili s 95 % intervalom zaupanja med 
predpostavljenima naklonoma linearnih krivulj preiskovanih skupin in s tem ocenili spremembe 
dinamike rTL med skupinama. 
Preiskovancem smo na podlagi kliničnih podatkov določili glikemično variabilnost (GV), ki je 
definirana kot:  
𝐺𝑉 (%) =
nihanje krvne glukoze v preiskovanem obdobju x 100
 povprečna vrednost glukoze v preiskovanem obdobju
 
 
Za boljšo opredelitev vpliva posledic glikemične kontrole in glikemične variabilnosti smo 
preiskovancem v krvni plazmi določali tudi vrednosti 8-NO2-Gua, ki je biološki označevalec 
nitrozativnega stresa, in C-vnetni protein z visoko občutljivostjo (hs-CRP), ki je biološki 
označevalec blagih oblik vnetja. Biološki označevalec nitrozativnega stresa 8-NO2-Gua, ki 
ponazarja poškodbe DNA RNS, smo določali z reagenčnim kompletom 8-NO2-Gua DNA/RNA 
Damage encimskoimunskim testom (ELISA) (Cell Biolabs Inc.). Vrednosti 8-NO2-Gua smo 
določili na podlagi umeritvene krivulje z meritvami s čitalcem mikrotiterskih ploščic Tecan 
Sunrise absorbance (Switzerland). Vrednosti hs-CRP pa smo določali s turbidimetrično 
metodo, ki temelji na vezavi CRP na polistirenske kroglice z monoklonskimi protitelesi proti 
CRP na analizatorju Immulite analyser (Siemens). Razlike v izražanju GV, 8-NO2-Gua in hs-
CRP med skupinama z dobro in slabo glikemično urejenostjo smo določili z neparametričnim 
Mann-Whitney testom s 95 % intervalom zaupanja. Statistično analizo linearnih regresij in 




primerjalne analize med skupinami smo določali s programskim orodjem Graph Pad Prism 7, s 
katerim smo tudi izrisali grafične prikaze razlik preiskovanih parametrov med preiskovanima 
skupinama.  
  






4.1 Izolacija in TEM slikovna analiza zunajceličnih veziklov iz krvne plazme in medija 
Langerhansovih otočkov 
S precipitacijskim reagentom smo izolirali frakcijo ZV krvne plazme in frakcijo ZV medija 
Langerhansovih otočkov, ki smo jo uporabili kot pozitivno kontrolo za preverjanje prisotnosti 
in izvora ZV celic beta v krvni plazmi (Slika 9). V obeh vrstah vzorcev, tako v frakciji ZV 
krvne plazme, kot tudi v frakciji ZV Langerhansovih otočkov smo s TEM potrdili prisotnost 
ZV s premerom do 500 nm. Pri obeh vrstah vzorcev ZV smo s TEM označevanjem ZV s 
protitelesi z zlatimi nanodelci na membranah opazili prisotnost proteinov GAD2, PTPRN in 
DGCR2, ki se glede na podatkovno bazo Human protein atlas močno izražajo v Langerhansovih 
otočkih. Izražanje DGCR2 na membranah ZV Langerhansovih otočkov je bilo močneje 
zastopano v primerjavi z zastopanostjo PTPRN in GAD2. Dvojno označevanje s protitelesi 
proti membranskim proteinom z visokim izražanjem v Langerhansovih otočkih in protitelesi 
specifičnimi proti inzulinu (INS), nakazuje na prisotnost ZV Langerhansovih otočkov v krvni 
plazmi z membranskim DGCR2 in inzulinom v lumnu veziklov (Slika 9). Slike kažejo na 
prisotnost ZV celic beta Langerhansovih otočkov v krvni plazmi in možnost komunikacije ZV 
celic beta z drugimi tkivi v organizmu.  
  




Slika 9: TEM slike ZV označenih s 
protitelesi z zlatimi nanodelci. Slike 
prikazujejo ZV v izoliranih frakcijah 
ZV označene s primarnimi 
protitelesi proti proteinom 
značilnimi za Langerhansove otočke 
označenimi s protitelesi z zlatimi 
nanodelci. GAD2 (GAD65) 
izražanje na membranah ZV (A) 
krvne plazme in (B) ZV iz medija 
Langerhansovih otočkov. Prisotnost 
izražanja membranskega proteina 
PTPRN (IA2) v (C) v plazemskih 
ZV in (D) ZV medija 
Langerhansovih otočkov. DGCR2 
na membranah ZV (E) krvne plazme 
in (F) ZV medija Langerhansovih 
otočkov. Pri obeh vrstah 
preiskovanih vzorcev (G) 
plazemskih ZV in (H) ZV iz medija 
Langerhansovih otočkov smo 
opredelili ZV z izražanjem DGCR2 
na membranah ZV in prisotnim 
inzulinom (INS) v lumnu ZV.  




4.2 Izolacija in opredelitev miRNA zunajceličnih veziklov pri preiskovancih s sladkorno 
boleznijo tipa 1, zdravih kontrolah in osebah po transplantaciji Langerhansovih 
otočkov 
Iz izoliranih frakcij ZV krvne plazme preiskovancev z nSBT1, 10let-SBT1 in ZK smo izolirali 
ZV-RNA in pripravili knjižnice kratkih nekodirajočih RNA za sekvenciranje z NGS.  
V sklop preiskav za opredelitev ZV-miRNA SBT1 v različnih fazah bolezni smo vključili tri 
skupine preiskovancev nSBT1, 10let-SBT1 in ZK. Značilnosti preiskovancev z nSBT1, 10let-
SBT1 in ZK so podane v Tabeli 1. V vsako skupino smo uvrstili deset preiskovancev, ki smo 
jih izbrali na podlagi kriterijev, s katerimi smo dobro opredelili preiskovance in zagotovili 
homogenost preiskovanih skupin, ter tako v največji možni meri preprečili sovpliv drugih 
motečih dejavnikov (kot so na primer spremljajoče bolezni). S preiskovanci z novoodkrito 
SBT1 smo opredelili ZV-miRNA ob samem izbruhu bolezni. Vsi preiskovanci z nSBT1 so 
imeli prisotne zaznavne količine protiteles SBT1, povezanih z avtoimunsko aktivnostjo ob 
propadu celic beta Langerhansovih otočkov (protitelesa proti GAD65 , ZnT8, IA-2), in znižane 
vrednosti C-peptida ob stimulacijskem testu, ki so nakazovale na okrnjeno funkcijo celic beta. 
nSBT1 preiskovanci so bili v predpubertetnem stadiju, s čimer smo zagotovili homogenost 
skupine preiskovancev in preprečili vključitev preiskovancev s hormonskim neravnovesjem. 
nSBT1 preiskovance smo primerjali z zdravimi preiskovanci v predpubertetnem stadiju, brez 
družinske zgodovine SBT1 ali SBT2, ki ob odvzemu krvi niso imeli zaznavnih protiteles, ki bi 
nakazovala na potencialni zagon avtoimunske aktivnosti usmerjene proti celicam beta. ZV-
miRNA smo določali tudi pri preiskovancih z več kot 10-let trajajočo SBT1. Z 
10let-SBT1preiskovanci smo želeli opredeliti ZV-miRNA, ki so značilne za SBT1 in niso 
povezane z avtoimunostjo, ampak imajo potencialno vlogo pri procesih spremenjene glukozne 
homeostaze in razvoju zapletov SBT1. Preiskovanci z 10let-SBT1 v času obravnave na 
KOEDBP niso imeli diagnosticiranih drugih avtoimunskih bolezni, kot so celiakija ali 
Hashimoto thirioditis, ki so pogoste pridružene avtoimunske bolezni in bi lahko povzročile 
spremembe v izražanju ZV-miRNA. 10let-SBT1 preiskovanci so imeli nezaznavne vrednosti 
protiteles značilnih za SBT1in nezaznavne vrednosti C-peptida, kar kaže na nezaznavno 
količino celic beta. 10let-SBT1 niso imeli zaznanih in diagnosticiranih zgodnjih zapletov SBT1, 
kot so diabetična retinopatija in diabetična nefropatija. Vsem preiskovancem smo iz krvne 
plazme izolirali ZV in ZV-RNA, pripravili knjižnice za sekvenciranje z metodo NGS in opravili 
primerjalne analize izražanja ZV-miRNA med preiskovanimi skupinami. 
 
 





Tabela 1: Značilnosti preiskovancev v skupinah nSBT1, 10let-SBT1 in ZK.  
 
Značilnosti preiskovancev nSBT1, 10let-SBT1 in ZK: za vsakega preiskovanca je v tabeli navedena 
starost ob odvzemu vzorca za analizo ZV-miRNA, spol (ž - ženska, m - moški) in BMI Z-vrednost oz. 
indeks telesne mase BMI (za preiskovance starejše od 21 let). nSBT1 preiskovanci so imeli ob postavitvi 
diagnoze zaznavno vsaj eno protitelo značilno za avtoimunski proces SBT1 (protitelesa proti GAD65, 
ZnT8, IA-2) in določene vrednosti C-peptida pred in 6 min po stimulaciji z glukagonom. [nSBT1: 
novoodkriti preiskovanci s SBT1, n=10; 10let-SBT1: preiskovanci z 10 let trajajočo SBT1, n=10; ZK: 
zdravi pediatrični preiskovanci, n=10; /: ni podatka; -: izmerjena vrednost je pod detekcijsko limito].  











BMI BMI  
SBT1 
protitelesa 
0 min.  
C-
peptide 






 [leta]  [leta]  [leta] 
 
[kg/m2] 
Z-score   [nmol/L]  [nmol/L]  [nmol/L] 
nSBT1 
nSBT1_1 m 9,1 9,1 0 18,9 0,99 GAD65, IA2, ZnT8 0,13 0,61 0,48 
nSBT1_2 m 7,9 7,9 0 13,5 -2,45 ZnT8 0,03 0,07 0,04 
nSBT1_3 ž 3,1 3,1 0 15,6 -0,46 GAD65, ZnT8 0 0,05 0,05 
nSBT1_4 ž 3,7 3,7 0 13,1 -2,84 GAD65, IA2, ZnT8 0,07 0,16 0,08 
nSBT1_5 m 5,11 5,11 0 12,9 -3,43 GAD65 0 0,16 0,16 
nSBT1_6 m 6,1 6,1 0 13,6 -1,73 GAD65, IA2, ZnT8 0,04 0,07 0,03 
nSBT1_7 m 11,4 11,4 0 16,5 -0,5 GAD65, IA2, ZnT8 0,04 0,11 0,07 
nSBT1_8 ž 7,3 7,3 0 13,3 -1,93 GAD65, IA2, ZnT8 0,1 0,2 0,1 
nSBT1_9 ž 3,4 3,4 0 17,3 1,24 GAD65 0,1 0,2 0,1 
nSBT1_10 ž 7,7 7,7 0 17,6 1,13 GAD65, IA2, ZnT8 0,2 0,4 0,2 
10let-
SBT1 
10let-SBT1_1 m 1,9 16 14,1 25,7 1,3  - / / / 
10let-SBT1_2 m 2,9 18,5 15,6 20,8 -0,64  - / / / 
10let-SBT1_3 ž 1,4 17,3 15,9 20,1 -0,42  - / / / 
10let-SBT1_4 ž 4,0 15,3 11,3 25,1 1,16  - / / / 
10let-SBT1_5 m 1,1 15,9 14,8 22,0 0,43  - / / / 
10let-SBT1_6 m 2,4 16,2 13,8 18,4 -1,09  - / / / 
10let-SBT1_7 ž 7,6 19,5 12,0 26,0 0,99  - / / / 
10let-SBT1_8 m 11,3 22,2 11,0 24,7 -  - / / / 
10let-SBT1_9 ž 4,0 15,5 11,5 20,4 0,16  - / / / 
10let-SBT1_10 ž 10,7 21,1 10,3 22,1 -  - / / / 
ZK 
ZK_1 ž 5,0 / / 17,5 1,22  - / / / 
ZK_2 m 5,1 / / 15,5 -0,94  - / / / 
ZK_3 ž 5,5 / / 15,7 0,13  - / / / 
ZK_4 ž 5,5 / / 15,1 -0,26  - / / / 
ZK_5 ž 5,2 / / 15,0 -0,8  - / / / 
ZK_6 m 5,5 / / 16,7 -0,3  - / / / 
ZK_7 m 5,4 / / 14,1 -1,23  - / / / 
ZK_8 m 5,4 / / 17,4 1,22  - / / / 
ZK_9 m 5,4 / / 15,7 0,22  - / / / 
ZK_10 m 5,4 / / 14,4 -1,86  - / / / 




 Vzorce smo sekvencirali z visokim izplenom podatkov, pri čemer smo določili povprečno 130 
M prebranih zaporedij na vzorec (minimalno število prebranih zaporedij na vzorec: 96 M; 
maksimalno število prebranih zaporedij na vzorec: 179 M). Sledila je bioinformatska analiza z 
odstranitvijo adaptorskih zaporedj in naleganjem na humani genom z orodji sRNAtoolbox. 
Primerjalno analizo izražanja miRNA med preiskovanimi skupinami nSBT1, 10let-SBT1 in ZK 
smo izvedli z modulom sRNAde, pri čemer smo določili povišane ali znižane izražene zvrsti 
miRNA med pari preiskovanih skupin s FDR<0,5. Rezultati primerjave izražanja preiskovanih 
skupin so podani v Tabeli 2. 
S primerjalno analizo smo določili dve zvrsti miRNA, hsa-miR-122-5p in hsa-miR-192-5p s 
povišanim izražanjem pri nSBT1 v primerjavi z ZK. Določili smo 10 zvrsti miRNA s statistično 
različnim izražanjem pri nSBT1 v primerjavi z 10let-SBT1, hsa-miR-193b-5p, hsa-miR-122-
5p, hsa-miR-455-5p, hsa-let-7c-5p, hsa-miR-192-5p, hsa-miR-195-3p, hsa-miR-342-5p 
povišane pri nSBT1 in hsa-miR-103a-3p, hsa-miR-21-5p, hsa-miR-185-5p s povišanim 
izražanjem pri 10let-SBT1. Primerjana analiza izražanja ZV-miRNA med 10let-SBT1 in ZK je 
pokazala znižano izražanje hsa-miR-195-3p in hsa-miR-455-5p ter povišano izražanje hsa-
miR-185-5p pri 10let-SBT1. Različno izražene miRNA v primerjalni analizi so prikazane z 
grafikoni Volcano na Sliki 10. 
ZV-miRNA, povezane z aktivnim propadom celic beta, smo določali s časovno primerjano 
analizo izražanja ZV-miRNA oseb po transplantaciji Langerhansovih otočkov. Iz izoliranih 
vzorcev krvne plazme teh oseb pred samo transplantacijo in eno, šest ter 24 ur po transplantaciji 
smo izolirali ZV in ZV-RNA ter pripravili knjižnice majhnih nekodirajočih RNA in jih enako 
kot pri preiskovancih s SBT1 in ZK. Sledil je enak postopek bioinformatske analize z 
odstranitvijo adaptorskih zaporedij in naleganjem zaporedij na genom. Časovno primerjano 
analizo izražanja vpliva propada celic beta smo opravili med vzorci pred transplantacijo in ZV-
RNA vzorci eno, šest ter 24 ur po transplantaciji. Kot značilno izražene ZV-miRNA smo 
določili miRNA, ki so se pojavile kot različno izražene v vsaj dveh preiskovanih časovnih 
intervalih po transplantaciji. Pri tem smo opredelili štiri miRNA, hsa-miR-375-3p, hsa-miR-
129-5p, miR-200b-5p in hsa-miR-216b-5p, ki imajo izrazito značilno povišano izražanje eno 
uro oz. šest ur po transplantaciji in kažejo trend padanja po transplantaciji v preiskovanem 









Slika 10: Grafikoni Volcano različno izraženih ZV-miRNA med primerjanimi skupinami nSBT1, 
10let-SBT1 in ZK. Sive pike ponazarjajo ZV-miRNA v primerjalnih analizah, rdeče pike miRNA s 
statistično značilnim večjim/manjšim izražanjem med primerjanimi skupinami. Grafikon A: Primerjava 
izražanja ZV-miRNA med nSBT1 in ZK. Grafikon B: Primerjava izražanja ZV-miRNA med 10let-SBT 
in nSBT1. Grafikon C: Primerjava izražanja ZV-miRNA med 10let-SBT1 in ZK. Na grafikonih logFC 
os ponazarja spremembo izražanja (logaritemska skala z osnovo 2), -log10(PValue) os ponazarja 
statistično verjetnost rezultata razlik izražanja, ki je podana kot negativni desetiški logaritem p-vrednosti 
primerjalne analize sRNAde algoritma edgeR.




Tabela 2: Rezultati primerjalnih analiz izražanja ZV-miRNA med preiskovanimi skupinami nSBT1, 
10let-SBT1 in ZK.  
 
 
V tabeli so podane ZV-miRNA analize edgeR s statistično značilnim izražanjem med primerjanimi 
skupinami preiskovancev z nSBT1, 10let-SBT1 in ZK s povprečnim normaliziranim številom določenih 
zaporedij pri preiskovancih v posamezni preiskovani skupini. Razlike izražanja miRNA so podane z 
logaritemsko spremembo izražanja (logFC), logaritemsko razliko izražanja normaliziranih zaporedij na 
milijon prebranih zaporedij (logCPM), p-vrednostjo in FDR (q-vrednost). V tabeli so prikazane miRNA 
s FDR nižjo od 0,15; miRNA nižje od 0,05 so prikazane z odebeljenim besedilom. 
nSBT1 - ZK 
izražanje pri 
nSBT1  
izražanje pri  
ZK 
logFC logCPM p-vrednost FDR 
hsa-miR-122-5p 4,832,438.59 873,511.46 -2.46785 16.72597 2.01E-07 4.96E-05 
hsa-miR-192-5p 41,257.96 17,091.76 -1.27135 10.25227 0.000378 0.046676 
hsa-miR-378c 143.27 48.72 -1.55396 2.239277 0.000898 0.073921 
hsa-miR-193b-5p 3,945.46 1,625.99 -1.27892 6.671317 0.002011 0.124193 
       
       
10let-SBT1 - ZK 
izražanje pri 10let-
SBT1  
izražanje pri  
ZK  
logFC logCPM p-vrednost FDR 
hsa-miR-195-3p 1,636.58 4,503.83 1.460336 7.339928 1.31E-05 0.002516 
hsa-miR-455-5p 61.75 573.41 3.213685 4.404186 2.04E-05 0.002516 
hsa-miR-185-5p 107,325.25 55,217.37 -0.95879 11.81067 0.000168 0.013854 
hsa-miR-193b-5p 670.36 1,625.99 1.277958 6.671317 0.002032 0.125479 
       
       





logFC logCPM p-vrednost FDR 
hsa-miR-193b-5p 670.36 3,945.46 2.556865 6.671317 3.12E-09 7.72E-07 
hsa-miR-122-5p 937,326.45 4,832,438.59 2.366128 16.72597 5.62E-07 6.95E-05 
hsa-miR-455-5p 61.75 657.31 3.410471 4.404186 7.36E-06 0.000606 
hsa-let-7c-5p 19,030.00 39,414.73 1.050441 10.49258 0.000263 0.011701 
hsa-miR-192-5p 16,394.18 41,257.96 1.331473 10.25227 0.000201 0.011701 
hsa-miR-195-3p 1,636.58 3,783.13 1.208751 7.339928 0.000284 0.011701 
hsa-miR-185-5p 107,325.25 57,606.27 -0.89769 11.81067 0.000421 0.01486 
hsa-miR-103a-3p 7,893.16 3,831.02 -1.04276 8.13815 0.000496 0.015299 
hsa-miR-21-5p 194,384.87 100,930.19 -0.94556 12.83508 0.000621 0.017045 
hsa-miR-342-5p 3,763.81 7,595.65 1.012932 8.101386 0.001444 0.035672 
hsa-miR-193a-5p 1,193.08 2,612.78 1.130626 6.479336 0.002455 0.050524 
hsa-miR-99a-5p 6,818.56 13,390.50 0.973615 8.923166 0.002289 0.050524 
hsa-miR-26a-5p 53,554.47 32,617.91 -0.71534 11.0815 0.002887 0.054844 
hsa-miR-100-5p 1,199.68 2,641.43 1.138557 6.625715 0.003799 0.063369 
hsa-miR-483-5p 396.41 1,040.34 1.391449 4.955521 0.003848 0.063369 
hsa-miR-20a-5p 2,076.58 1,190.35 -0.80257 6.350269 0.006577 0.101525 
hsa-miR-125a-5p 8,138.86 14,308.18 0.813912 9.126002 0.007022 0.102028 
hsa-miR-150-3p 1,580.15 3,857.16 1.28739 6.946875 0.00793 0.108823 
hsa-miR-1246 517.56 945.83 0.869583 5.027435 0.009174 0.11926 
hsa-miR-652-3p 106.61 32.75 -1.69822 1.944765 0.011289 0.139417 
hsa-miR-365b-5p 83.10 280.48 1.753845 3.458699 0.012046 0.14168 









Slika 11: Trend ZV-miRNA po transplantaciji Langerhansovih otočkov. Na grafikonih je prikazano 
izražanje ZV-miRNA z normaliziranim številom določenih zaporedij, ki se po transplantaciji 
Langerhansovih otočkov glede na stanje pred transplantacijo statistično značilno drugače izražajo v vsaj 
dveh časovnih točkah po transplantaciji. Vse prikazane ZV-miRNA, hsa-miR-375-3p, hsa-miR-129-5p, 
miR-200b-5p in hsa-miR-216b-5p, imajo izrazito značilno povišano izražanje eno uro oz. šest ur po 
transplantaciji in kažejo trend upadanja v 24 urah po transplantaciji. TXA oznake prikazujejo 
preiskovanca A (rdeče točke in črta) in TXB oznake prikazujejo B (turkizne točke in črta) po 
transplantaciji Langerhansovih otočkov. 
 
  





Tabela 3: Razlike izražanja ZV-miRNA pri transplantirancih Langerhansovih otočkov. 
 
 
V tabeli so prikazani rezultati primerjalne analize edgeR ZV-miRNA pred (0h) in eno, šest in 24 ur po 
transplantaciji za transplantiranca TXA in TXB. Različno izražene miRNA so v tabeli prikazane kot 
število normaliziranih določenih zaporedij pri preiskovancih s pripadajočimi statističnimi vrednostmi. 
Razlike izražanja so podane z logaritemsko spremembo izražanja (logFC), logaritemsko razliko 
izražanja normaliziranih zaporedij na milijon prebranih zaporedij (logCPM), p-vrednostjo in FDR (q-
vrednost). V tabeli so prikazane miRNA s FDR nižjo od 0,1, miRNA nižje od 0,05 so prikazane z 
odebeljenim besedilom. TXA: transplantiranec A, TXB: transplantiranec B. 
 
 
Na podlagi primerjalnih analiz sekvenčnih podatkov smo določili miRNA z različnim 
izražanjem pri SBT1 in propadu celic beta. Na podlagi signifikantnih razlik v izražanju 
ZV-miRNA pri T1D in transplantirancih Langerhansovih otočkov smo arbitrarno določili osem 
miRNA hsa-miR-122-5p, hsa-miR-192-5p, hsa-miR-193b-5p, hsa-miR-185-5p, 
hsa-miR-195-3p, hsa-miR-455-5p, hsa-miR-375-3p, hsa-miR-129-5p za nadaljnjo opredelitev 
vpliva na aktivacijo imunskega sistema. 
0-1h TXA-0h TXB-0h TX txB-1h logFC logCPM p-vrednost FDR 
hsa-miR-375-3p 136,975.67 127,121.52 4,368,840.55 9,970,659.54 5.76278 15.87156 1.69E-10 1.02E-07 
hsa-miR-129-5p 1,702.33 1,582.07 94,994.24 68,848.56 5.640418 9.850739 2.65E-07 7.99E-05 
hsa-miR-216b-5p 3.69 6.78 3,046.05 9,894.10 10.23924 5.071745 7.66E-06 0.00154 
hsa-miR-200b-5p 3.69 6.78 1,129.48 3,414.97 8.729792 3.849213 4.09E-05 0.006166 
hsa-miR-148a-3p 9,998,029.89 9,061,974.78 35,735,485.55 98,568,812.39 2.816885 18.73319 0.000112 0.013546 
hsa-miR-122-5p 1,216,369.54 1,502,879.92 15,503,699.54 4,756,837.30 2.897392 16.40263 0.000305 0.030693 
hsa-miR-4433b-3p 8,357.09 14,649.83 200.71 780.87 -4.55107 5.750177 0.000395 0.034015 
hsa-miR-125a-5p 1,070.08 5,163.14 18,243.83 41,876.67 3.269816 7.781954 0.001069 0.080548 
hsa-miR-200a-3p 2,311.44 718.73 10,964.20 17,189.51 3.215605 7.092002 0.001227 0.082218 
hsa-miR-216a-3p 1.84 3.39 665.09 1,619.78 8.703054 2.902087 0.001504 0.090667 
         
0-6h TXA-0h TXB-0h TXA-6h TXB-6h logFC logCPM p-vrednost FDR 
hsa-miR-375-3p 136,975.67 127,121.52 6,901,633.47 6,653,568.65 5.681633 15.87156 2.6E-10 1.57E-07 
hsa-miR-129-5p 1,702.33 1,582.07 152,258.22 75,867.93 6.117951 9.850739 4.73E-08 1.42E-05 
hsa-miR-200b-5p 3.69 6.78 878.90 1,776.87 7.959885 3.849213 0.000105 0.018083 
hsa-miR-216b-5p 3.69 6.78 424.64 2,510.18 8.103809 5.071745 0.00012 0.018083 
         
0-24h TXA-0h TXB-0h TXA-24h TXB-24h logFC logCPM p-vrednost FDR 
hsa-miR-129-5p 1,702.33 1,582.07 62,388.85 6,028.34 4.380553 9.850739 2.25E-05 0.013545 
hsa-miR-493-5p 695.18 1,636.30 4.52 2.99 -8.22825 3.977484 7.36E-05 0.0222 
hsa-miR-375-3p 136,975.67 127,121.52 1,503,963.49 444,589.80 2.883261 15.87156 0.000264 0.05316 
hsa-miR-216b-5p 3.69 6.78 982.52 5.98 6.532697 5.071745 0.001061 0.099431 
hsa-miR-4433b-3p 8,357.09 14,649.83 1,012.36 344.99 -4.08287 5.750177 0.001154 0.099431 
hsa-miR-486-3p 81,442.82 34,780.37 306,362.18 502,742.48 2.799422 11.54946 0.000708 0.099431 
hsa-miR-654-3p 666.48 1,058.85 2.71 1.99 -8.44209 3.083302 0.000844 0.099431 




4.3 In vitro funkcionalna opredelitev imunomodulatorne vloge miRNA zunajceličnih 
veziklov 
Vpliv imunomodulatorne vloge ZV-miRNA smo opredeljevali na vzorcih polne krvi 
preiskovancev z nSBT1 in ZK (osnovne značilnosti preiskovancev in vitro raziskave so 
navedene v Tabeli 4), tako da smo vzorcem krvi dodajali miRNA skupaj s sintetičnimi vezikli 
DOTAP. Imunomodulatorno vlogo smo določali s pretočno citometrijo z določanjem izražanja 
zgodnjega označevalca proliferacije CD69 na celicah T CD4+ in CD8+ in označevalca 
degranulacije oz. citotoksičnosti CD107a na celicah T CD8+ in celicah NK CD56+. Rezultate 
stimulacije smo primerjali z meritvami vzorcev med seboj, s katerimi smo določili stimulacijski 
odziv posameznega vzorca in razlike v stimulacijskem odzivu med skupinama nSBT1 in ZK. 
Vse preiskovane miRNA s sintetičnimi vezikli DOTAP so ob izpostavitvi celicam polne krvi, 
razen hsa-miR-193b-5p, izzvale povečano izražanje zgodnjega označevalca proliferacije CD69 
in označevalca degranulacije CD107a na celicah T in celicah NK (parna analiza primerjave 
povprečnih razlik: p<0,0001). Največji stimulacijski efekt je bil opazen pri stimulaciji z 
DOTAP-vezikli s hsa-miR-455-5p. Sami DOTAP-vezikli (brez miRNA) in same miRNA (brez 
DOTAP) niso izzvali zaznavne aktivacije in povišanega izražanja opazovanih označevalcev 
CD69 in CD107a (Slika 12, Tabela 5 a, b). 
Razlike v izražanju med skupinama preiskovancev smo opazili pri izražanju celic T CD4+ 
CD69+, pri čemer so preiskovanci z nSBT1 ob stimulaciji s sintetičnimi vezikli in hsa-miR-
122-5p (miRNA s povišanim izražanjem pri nSBT1), hsa-miR-455-5p (miRNA s povišanim 
izražanjem pri nSBT1 in ZK), hsa-miR-375-3p in hsa-miR-129-5p (obe miRNA povišano 
izražene pri transplantirancih Langerhansovih otočkov) imeli statistično značilno znižano 
izražanje celic T CD4+ CD69+ v primerjavi z ZK (neparna analiza primerjave povprečnih 
razlik: p<0,05). Razlik med nSBT1 in ZK pri ostalih preiskovanih celičnih populacijah 
CD8+ CD69+, CD8+ CD107a in CD56+ CD107a nismo zaznali (Slika 13, Tabela 6 a, b). 
  





Tabela 4: Osnovne značilnosti preiskovancev nSBT1 in ZK vključenih v in vitro funkcionalno 









SBT1_1 m 3,0 ZK_1 ž 9,3 
SBT1_2 m 11,8 ZK_2 m 10,5 
SBT1_3 m 13,4 ZK_3 ž 11,9 
SBT1_4 m 11,0 ZK_4 ž 8,7 
SBT1_5 ž 14,1 ZK_5 ž 6,9 
SBT1_6 m 8,0 ZK_6 m 6,4 
SBT1_7 ž 8,1 ZK_7 m 8,7 
SBT1_8 ž 6,4 ZK_8 ž 9,4 
SBT1_9 m 10,0 ZK_9 m 11,6 
SBT1_10 ž 9,4 ZK_10 m 9.2 
 
Skupini se nista razlikovali glede na spol (p=0,6531; Hi-kvadrat test) in starost (p=0,8256; Wilcoxonov 
parametrični t-test). Spol: m-dečki; ž-deklice. 
  





Slika 12: Grafični prikaz rezultatov parne analize primerjave povprečnih razlik aktivacijskega vpliva 
miRNA. Na grafikonu je razviden vpliv stimulacij miRNA s sintetičnimi vezikli DOTAP 
(DOTAP_miRNA). Vse preiskovane miRNA, z izjemo hsa-miR-193b-5p, so povečale izražanje CD69 
in CD107a označevalcev na preiskovanih celicah T CD4+ in CD8+ in celicah NK CD56+. miRNA same 
niso izzvale aktivacije imunskega sistema (na grafih prikazana samo hsa-miR-455-5p brez dodanih 
DOTAP veziklov). Oranžne in modre črte prikazujejo trend stimulacijskega učinka pri vzorcu krvi glede 
na testirane pogoje primerjane z negativno kontrolo DOTAP oziroma K- (K-: negativna kontrola, 
DOTAP: sintetični vezikli, DOTAP_RNA41: negativna kontrolna RNA brez uridilov v zaporedju). 
Učinek stimulacije je prikazan na spodnjih grafih s porazdelitvijo in s črnimi pikami (Paired mean 
difference), ki ponazarjajo povprečno vrednost učinka pri preiskovanih vzorcih. HC: ZK (oranžne črte), 
nT1D: nSBT1 (modre črte)).  





Tabela 5 a: Rezultati parne analize primerjave povprečnih razlik izražanja celic T CD4+ CD69+ in 






Vzorec Kontrola Razlika 
p-vrednost 
(parni Studentov t-test) q-vrednost 
Statistična 
razlika 
K- DOTAP 2.6264E-02 8.6365E-01 5.8758E-01 Ne 
DOTAP_miR-122 DOTAP 2.7464E+00 1.6806E-08 4.4134E-08 Da 
DOTAP_miR-192 DOTAP 1.8868E+00 4.9719E-06 8.1600E-06 Da 
DOTAP_miR-193b DOTAP -7.4805E-02 5.1846E-01 5.7924E-01 Ne 
DOTAP_miR-185 DOTAP 2.9176E+00 8.4219E-09 2.7645E-08 Da 
DOTAP_miR-195 DOTAP 2.7709E+00 3.4213E-08 6.4174E-08 Da 
DOTAP_miR-455 DOTAP 3.9724E+00 5.3356E-11 7.0056E-10 Da 
DOTAP_miR-375 DOTAP 3.2153E+00 2.2949E-09 1.5066E-08 Da 
DOTAP_miR-129 DOTAP 2.7410E+00 2.2487E-08 4.9210E-08 Da 
DOTAP_RNA41 DOTAP 4.2537E-02 7.6026E-01 5.8758E-01 Ne 
miR-455 DOTAP 1.5354E-02 8.9017E-01 5.8758E-01 Ne 
miR-122 K- -9.7474E-02 6.6254E-01 5.8758E-01 Ne 
miR-192 K- -1.5876E-01 4.7228E-01 5.7924E-01 Ne 
miR-193b K- -1.1766E-01 5.7350E-01 5.7924E-01 Ne 
miR-185 K- -1.7129E-02 9.3976E-01 5.8758E-01 Ne 
miR-195 K- -5.9610E-02 7.8414E-01 5.8758E-01 Ne 
miR-455 K- -1.1846E-02 9.3739E-01 5.8758E-01 Ne 
miR-375 K- 3.6059E-17 1.0000E+00 5.9682E-01 Ne 
miR-129 K- 9.6813E-02 5.3791E-01 5.7924E-01 Ne 
RNA41 K- -2.5097E-02 8.8383E-01 5.8758E-01 Ne 
TLR7-8 DOTAP 3.0293E+00 6.3610E-09 2.7645E-08 Da 




Vzorec Kontrola Razlika 
p-vrednost 
(parni Studentov t-test)) q-vrednost 
Statistična 
razlika 
K- DOTAP -3.5588E-02 7.3354E-01 5.0607E-01 Ne 
DOTAP_miR-122 DOTAP 3.9153E+00 9.7819E-12 6.4218E-11 Da 
DOTAP_miR-192 DOTAP 3.0016E+00 1.4703E-09 2.4132E-09 Da 
DOTAP_miR-193b DOTAP -1.0218E-01 2.7066E-01 2.5384E-01 Ne 
DOTAP_miR-185 DOTAP 3.6261E+00 9.7638E-11 2.5640E-10 Da 
DOTAP_miR-195 DOTAP 3.7437E+00 2.0622E-10 4.5127E-10 Da 
DOTAP_miR-455 DOTAP 4.2105E+00 8.4335E-12 6.4218E-11 Da 
DOTAP_miR-375 DOTAP 3.8933E+00 5.2785E-11 1.7327E-10 Da 
DOTAP_miR-129 DOTAP 3.8765E+00 2.1802E-11 9.5421E-11 Da 
DOTAP_RNA41 DOTAP 2.0586E-02 8.4795E-01 5.0607E-01 Ne 
miR-455 DOTAP -1.6476E-01 1.2326E-01 1.6184E-01 Ne 
miR-122 K- -4.3292E-02 7.0370E-01 5.0607E-01 Ne 
miR-192 K- -1.0950E-01 3.1443E-01 2.7523E-01 Ne 
miR-193b K- -2.9184E-02 8.0635E-01 5.0607E-01 Ne 
miR-185 K- -2.3014E-02 8.4403E-01 5.0607E-01 Ne 
miR-195 K- -1.7466E-01 1.8840E-01 2.0614E-01 Ne 
miR-455 K- -1.4118E-01 1.5360E-01 1.8335E-01 Ne 
miR-375 K- -9.4143E-02 3.3667E-01 2.7628E-01 Ne 
miR-129 K- -8.4734E-02 4.4671E-01 3.4502E-01 Ne 
RNA41 K- -1.0715E-01 2.6647E-01 2.5384E-01 Ne 
TLR7-8 DOTAP 3.3806E+00 3.3197E-10 6.2268E-10 Da 
TLR3 DOTAP 1.6381E+00 4.2134E-06 6.1470E-06 Da 
 
V tabeli so podane vrednosti primerjalne analize hedges’g korekcije s 5000 vzorčenji in s 95 % 
intervalom zaupanja rezultatov DOTAP/miRNA-stimulacije. Stimulacijske pogoje DOTAP/miRNA 
smo primerjali z ustrezno kontrolo krvnih celic z dodanim DOTAP oziroma kontrolo krvnih celic brez 
dodatkov (K-). Poleg statističnih parametrov (p-vrednosti, q-vrednosti) so v tabeli podane tudi razlike 
med primerjanima skupinama. V kolikor je bila določena q-vrednost nižja od 0,05, smo razliko med 
primerjanima skupinama opredelili kot statistično značilno.  
  





Tabela 5 b: Rezultati parne analize primerjave povprečnih razlik izražanja celic T CD8+ CD107a+ in 





Vzorec Kontrola Razlika 
p-vrednost 
(parni Studentov t-test) q-vrednost 
Statistična 
razlika 
K- DOTAP -1.0618E-01 2.9950E-01 1.9105E-01 Ne 
DOTAP_miR-122 DOTAP 1.5409E+00 1.4560E-05 2.5210E-05 Da 
DOTAP_miR-192 DOTAP 1.3375E+00 4.7945E-05 7.2636E-05 Da 
DOTAP_miR-193b DOTAP 9.6877E-03 9.5480E-01 5.3277E-01 Ne 
DOTAP_miR-185 DOTAP 1.6789E+00 5.2593E-06 1.4867E-05 Da 
DOTAP_miR-195 DOTAP 1.6455E+00 7.3601E-06 1.4867E-05 Da 
DOTAP_miR-455 DOTAP 1.9170E+00 2.2720E-06 9.1790E-06 Da 
DOTAP_miR-375 DOTAP 1.8501E+00 1.3130E-06 7.9570E-06 Da 
DOTAP_miR-129 DOTAP 2.4048E+00 1.7697E-09 2.1448E-08 Da 
DOTAP_RNA41 DOTAP -5.3420E-03 9.6707E-01 5.3277E-01 Ne 
miR-455 DOTAP -2.0158E-01 2.7230E-01 1.8335E-01 Ne 
miR-122 K- -2.1979E-01 8.4525E-02 6.4027E-02 Ne 
miR-192 K- -2.3455E-01 1.6733E-01 1.1930E-01 Ne 
miR-193b K- -3.1049E-01 3.3047E-02 2.8610E-02 Ne 
miR-185 K- -4.0712E-01 2.5528E-02 2.3800E-02 Ne 
miR-195 K- -4.4367E-01 2.0979E-02 2.2280E-02 Ne 
miR-455 K- -8.9528E-02 4.6490E-01 2.8173E-01 Ne 
miR-375 K- -4.3032E-01 2.9780E-04 3.6094E-04 Da 
miR-129 K- -2.8434E-01 8.4272E-02 6.4027E-02 Ne 
RNA41 K- -2.3236E-01 2.2060E-02 2.2280E-02 Ne 
TLR7-8 DOTAP 1.5650E+00 7.3086E-06 1.4867E-05 Da 




Vzorec Kontrola Razlika 
p-vrednost 
(parni Studentov t-test) q-vrednost 
Statistična 
razlika 
K- DOTAP -1.3256E-02 9.0796E-01 5.7902E-01 Ne 
DOTAP_miR-122 DOTAP 1.8273E+00 2.4102E-06 4.5210E-06 Da 
DOTAP_miR-192 DOTAP 1.6059E+00 9.7302E-06 1.5970E-05 Da 
DOTAP_miR-193b DOTAP -1.4613E-02 9.0412E-01 5.7902E-01 Ne 
DOTAP_miR-185 DOTAP 2.1148E+00 3.7265E-07 8.1548E-07 Da 
DOTAP_miR-195 DOTAP 2.3678E+00 5.7913E-08 1.5208E-07 Da 
DOTAP_miR-455 DOTAP 2.5599E+00 3.8286E-08 1.2567E-07 Da 
DOTAP_miR-375 DOTAP 2.5780E+00 5.9181E-09 2.5901E-08 Da 
DOTAP_miR-129 DOTAP 2.4245E+00 5.4724E-09 2.5901E-08 Da 
DOTAP_RNA41 DOTAP 2.0922E-01 2.0392E-01 2.4340E-01 Ne 
miR-455 DOTAP -6.3502E-03 9.7018E-01 5.7902E-01 Ne 
miR-122 K- 1.5036E-01 5.4555E-01 4.7754E-01 Ne 
miR-192 K- 1.1245E-01 7.0847E-01 5.7902E-01 Ne 
miR-193b K- 1.7812E-01 5.0498E-01 4.7360E-01 Ne 
miR-185 K- -1.5432E-02 9.5770E-01 5.7902E-01 Ne 
miR-195 K- 2.3277E-01 3.8008E-01 3.8388E-01 Ne 
miR-455 K- 6.2975E-03 9.6463E-01 5.7902E-01 Ne 
miR-375 K- -1.5547E-02 9.4458E-01 5.7902E-01 Ne 
miR-129 K- 3.4333E-01 3.0670E-01 3.3558E-01 Ne 
RNA41 K- 3.5283E-01 2.0151E-01 2.4340E-01 Ne 
TLR7-8 DOTAP 2.7014E+00 1.9012E-09 2.4963E-08 Da 
TLR3 DOTAP 9.2900E-01 4.3701E-04 6.3755E-04 Da 
 
V tabeli so podane vrednosti primerjalne analize hedges’g korekcije s 5000 vzorčenji in s 95 % 
intervalom zaupanja rezultatov DOTAP/miRNA-stimulacije. Stimulacijske pogoje DOTAP/miRNA 
smo primerjali z ustrezno kontrolo krvnih celic z DOTAP oziroma kontrolo krvnih celic brez dodatkov 
(K-). Poleg statističnih parametrov (p-vrednosti, q-vrednosti) so v tabeli podane tudi razlike med 
primerjanima skupinama. V kolikor je bila določena q-vrednost nižja od 0,05, smo razliko med 
primerjanima skupinama opredelili kot statistično značilno.  





Slika 13: Grafični prikaz rezultatov stimulacije celic imunskega sistema neparne analize primerjave 
povprečnih razlik med skupinama nSBT1 in ZK. Prikazani so rezultati primerjalne analize izražanja 
stimulacijskega vpliva miRNA izpostavljenih s sintetičnimi vezikli. Prikazane so vse stimulacije z 
DOTAP/miRNA, ki so sprožile stimulacijski odziv in sintetični vezikli DOTAP brez dodane miRNA. 
Statistične razlike v aktivaciji imunskega sistema so opazne pri izražanju celic T CD4+ CD69+ (zgornji 
grafi), pri čemer imajo preiskovanci z nSBT1 ob stimulaciji s sintetičnimi vezikli in hsa-miR-122-5p, 
hsa-miR-455-5p, hsa-miR-375-3p in hsa-miR-129-5p nižji odziv na stimulacijo z miRNA in DOTAP 
vezikli v primerjavi z ZK. Učinek stimulacije je prikazan na spodnjih grafih s črnimi pikami (Mean 
difference), ki ponazarjajo povprečno vrednost učinka pri preiskovanih vzorcih (P: p-vrednosti; HC: ZK 
(oranžne pike), nT1D: nSBT1 (modre pike)).  





Tabela 6 a: Rezultati neparne analize primerjave povprečnih razlik izražanja celic T CD4+ CD69+ in 












0 K-_ZK K-_nSBT1 -0.44444 0.2712 0.2106 Ne 
1 DOTAP_ZK DOTAP_nSBT1 -0.59812 0.1397 0.1454 Ne 
2 DOTAP_miR-122_ZK DOTAP_miR-122_nSBT1 -1.04901 0.0190 0.0530 Da 
3 DOTAP_miR-192_ZK DOTAP_miR-192_nSBT1 -0.68356 0.2123 0.1751 Ne 
4 DOTAP_miR-193b_ZK DOTAP_miR-193b_nSBT1 -0.49906 0.3631 0.2663 Ne 
5 DOTAP_miR-185_ZK DOTAP_miR-185_nSBT1 -0.85531 0.0587 0.0968 Da 
6 DOTAP_miR-195_ZK DOTAP_miR-195_nSBT1 -0.7087 0.1405 0.1454 Ne 
7 DOTAP_miR-455_ZK DOTAP_miR-455_nSBT1 -1.02069 0.0257 0.0530 Da 
8 DOTAP_miR-375_ZK DOTAP_miR-375_nSBT1 -1.08936 0.0257 0.0530 Da 
9 DOTAP_miR-129_ZK DOTAP_miR-129_nSBT1 -1.32454 0.0091 0.0530 Da 
10 DOTAP_RNA41_ZK DOTAP_RNA41_nSBT1 -1.15444 0.0021 0.0272 Da 
11 miR-122_ZK miR-122_nSBT1 -1.24898 0.0222 0.0530 Da 
12 miR-192_ZK miR-192_nSBT1 -0.77725 0.1690 0.1593 Ne 
13 miR-193b_ZK miR-193b_nSBT1 -0.85842 0.1992 0.1751 Ne 
14 miR-185_ZK miR-185_nSBT1 -1.23485 0.0281 0.0530 Da 
15 miR-195_ZK miR-195_nSBT1 -1.01682 0.0660 0.0968 Da 
16 miR-455_ZK miR-455_nSBT1 -0.76955 0.1297 0.1454 Ne 
17 miR-375_ZK miR-375_nSBT1 -0.63762 0.5219 0.3626 Ne 










0 K-_ZK K-_nSBT1 0.111526 0.3073 0.7285 Ne 
1 DOTAP_ZK DOTAP_nSBT1 -0.13007 0.4043 0.7285 Ne 
2 DOTAP_miR-122_ZK DOTAP_miR-122_nSBT1 -0.45179 0.2565 0.7285 Ne 
3 DOTAP_miR-192_ZK DOTAP_miR-192_nSBT1 -0.25269 0.3447 0.7285 Ne 
4 DOTAP_miR-193b_ZK DOTAP_miR-193b_nSBT1 -0.24695 0.7332 0.9013 Ne 
5 DOTAP_miR-185_ZK DOTAP_miR-185_nSBT1 -0.33599 0.4274 0.7285 Ne 
6 DOTAP_miR-195_ZK DOTAP_miR-195_nSBT1 -0.4013 0.4274 0.7285 Ne 
7 DOTAP_miR-455_ZK DOTAP_miR-455_nSBT1 -0.30755 0.3847 0.7285 Ne 
8 DOTAP_miR-375_ZK DOTAP_miR-375_nSBT1 -0.61642 0.1859 0.7285 Ne 
9 DOTAP_miR-129_ZK DOTAP_miR-129_nSBT1 -0.65536 0.1212 0.7285 Ne 
10 DOTAP_RNA41_ZK DOTAP_RNA41_nSBT1 -0.41737 0.4490 0.7285 Ne 
11 miR-122_ZK miR-122_nSBT1 -0.60098 0.3591 0.7285 Ne 
12 miR-192_ZK miR-192_nSBT1 -0.47615 0.7837 0.9100 Ne 
13 miR-193b_ZK miR-193b_nSBT1 -0.54299 0.9264 1.0000 Ne 
14 miR-185_ZK miR-185_nSBT1 -0.59773 0.5228 0.7285 Ne 
15 miR-195_ZK miR-195_nSBT1 -0.6915 0.3153 0.7285 Ne 
16 miR-455_ZK miR-455_nSBT1 -0.08925 0.5199 0.7285 Ne 
17 miR-375_ZK miR-375_nSBT1 -0.49366 0.4642 0.7285 Ne 
18 miR-129_ZK miR-129_nSBT1 -0.57465 0.6466 0.8446 Ne 
 
V tabeli so podane vrednosti primerjalne analize hedges’g-korekcije s 5000 vzorčenji in s 95 % 
intervalom zaupanja rezultatov DOTAP/miRNA-stimulacije. Stimulacijske pogoje DOTAP/miRNA 
smo primerjali z ustrezno kontrolo krvnih celic med skupinama preiskovancev z nSBT1 in kontrolnimi 
vzorci ZK. Poleg statističnih parametrov (p-vrednosti, q-vrednosti) so v tabeli podane tudi razlike med 
primerjanima skupinama. V kolikor je bila določena q-vrednost nižja od 0,1, smo razliko med 
primerjanima skupinama opredelili kot statistično značilno.  





Tabela 6 b: Rezultati neparne analize primerjave povprečnih razlik izražanja celic T CD8+ CD107a+ in 











0 K-_ZK K-_nSBT1 0.973031 0.0409 0.4279 Ne 
1 DOTAP_ZK DOTAP_nSBT1 1.066027 0.0169 0.3537 Ne 
2 DOTAP_miR-122_ZK DOTAP_miR-122_nSBT1 0.230197 0.8500 1.0000 Ne 
3 DOTAP_miR-192_ZK DOTAP_miR-192_nSBT1 0.249794 0.7052 1.0000 Ne 
4 DOTAP_miR-193b_ZK DOTAP_miR-193b_nSBT1 0.952713 0.0692 0.4823 Ne 
5 DOTAP_miR-185_ZK DOTAP_miR-185_nSBT1 0.152561 0.4270 1.0000 Ne 
6 DOTAP_miR-195_ZK DOTAP_miR-195_nSBT1 0.259727 0.6229 1.0000 Ne 
7 DOTAP_miR-455_ZK DOTAP_miR-455_nSBT1 0.098524 0.9698 1.0000 Ne 
8 DOTAP_miR-375_ZK DOTAP_miR-375_nSBT1 0.267454 0.5966 1.0000 Ne 
9 DOTAP_miR-129_ZK DOTAP_miR-129_nSBT1 0.06552 0.6225 1.0000 Ne 
10 DOTAP_RNA41_ZK DOTAP_RNA41_nSBT1 0.486602 0.3442 1.0000 Ne 
11 miR-122_ZK miR-122_nSBT1 0.528305 0.6458 1.0000 Ne 
12 miR-192_ZK miR-192_nSBT1 0.490841 1.0000 1.0000 Ne 
13 miR-193b_ZK miR-193b_nSBT1 0.479991 0.7827 1.0000 Ne 
14 miR-185_ZK miR-185_nSBT1 0.431101 0.6466 1.0000 Ne 
15 miR-195_ZK miR-195_nSBT1 0.268122 0.9269 1.0000 Ne 
16 miR-455_ZK miR-455_nSBT1 0.716379 0.1109 0.5796 Ne 
17 miR-375_ZK miR-375_nSBT1 0.650574 0.2678 1.0000 Ne 










0 K-_ZK K-_nSBT1 0.569524 0.4956 0.9525 Ne 
1 DOTAP_ZK DOTAP_nSBT1 0.343142 0.5447 0.9525 Ne 
2 DOTAP_miR-122_ZK DOTAP_miR-122_nSBT1 0.19403 0.7623 0.9525 Ne 
3 DOTAP_miR-192_ZK DOTAP_miR-192_nSBT1 0.431914 0.5708 0.9525 Ne 
4 DOTAP_miR-193b_ZK DOTAP_miR-193b_nSBT1 0.623708 0.5964 0.9525 Ne 
5 DOTAP_miR-185_ZK DOTAP_miR-185_nSBT1 0.263588 0.7054 0.9525 Ne 
6 DOTAP_miR-195_ZK DOTAP_miR-195_nSBT1 0.537545 0.3073 0.9525 Ne 
7 DOTAP_miR-455_ZK DOTAP_miR-455_nSBT1 0.128074 0.9698 1.0000 Ne 
8 DOTAP_miR-375_ZK DOTAP_miR-375_nSBT1 0.272265 0.6230 0.9525 Ne 
9 DOTAP_miR-129_ZK DOTAP_miR-129_nSBT1 0.276433 0.7623 0.9525 Ne 
10 DOTAP_RNA41_ZK DOTAP_RNA41_nSBT1 0.275529 0.8203 0.9525 Ne 
11 miR-122_ZK miR-122_nSBT1 -0.30146 0.5200 0.9525 Ne 
12 miR-192_ZK miR-192_nSBT1 -0.508 0.2343 0.9525 Ne 
13 miR-193b_ZK miR-193b_nSBT1 -0.69441 0.5219 0.9525 Ne 
14 miR-185_ZK miR-185_nSBT1 -0.86097 0.2353 0.9525 Ne 
15 miR-195_ZK miR-195_nSBT1 -0.32652 0.5228 0.9525 Ne 
16 miR-455_ZK miR-455_nSBT1 0.273825 0.7907 0.9525 Ne 
17 miR-375_ZK miR-375_nSBT1 -0.6002 0.1709 0.9525 Ne 
18 miR-129_ZK miR-129_nSBT1 -1.23716 0.0828 0.9525 Ne 
 
V tabeli so podane vrednosti primerjalne analize hedges’g-korekcije s 5000 vzorčenji in s 95 % 
intervalom zaupanja rezultatov DOTAP/miRNA-stimulacije. Stimulacijske pogoje DOTAP/miRNA 
smo primerjali z ustrezno kontrolo krvnih celic med skupinama preiskovancev z nSBT1 in kontrolnimi 
vzorci ZK. Poleg statističnih parametrov (p-vrednosti, q-vrednosti) so v tabeli podane tudi razlike med 
primerjanima skupinama. V kolikor je bila določena q-vrednost nižja od 0,1, smo razliko med 
primerjanima skupinama opredelili kot statistično značilno.  
  




4.4 Kopičenje miRNA zunajceličnih veziklov v krvnih celicah imunskega sistema 
Kopičenje ZV-miRNA v krvnih celicah imunskega sistema smo določali s pretočno citometrijo, 
pri čemer smo spremljali naraščanje razmerja fluorescence ob izpostavitvi krvnih celic 
imunskega sistema sintetičnim veziklom s fluorescenčno označeno miRNA ali neoznačeno 
miRNA. Na podlagi meritev pretočne citometrije smo izračunali relativno fluorescenco 
kopičenja miRNA. Največji porast relativne fluorescence miRNA in s tem znotrajceličnega 
kopičenja fluorescenčno označenih miRNA izpostavljenih s sintetičnimi vezikli smo opazili pri 
monocitih, precej manjši porast je bil opazen pri granulocitih. Porast fluorescence limfocitov je 
bil praktično zanemarljiv (Slika 14). Rezultati nakazujejo na poglavitno vlogo monocitov in 
granulocitov pri kopičenju ZV-miRNA. 
 
 
Slika 14: Ponazoritev kopičenja ZV-miRNA v celičnih skupinah imunskega sistema. Naraščanje 
relativne fluorescence glede na čas izpostavljenosti fluorescenčnim RNA s sintetičnimi vezikli DOTAP  
ob izpostavitvi krvnim celicam imunskega sistema. Večina DOTAP-veziklov z miRNA se kopiči v 
monocitih (modra črta in senčenje), manjši del v granulociti (rdeča črta in senčenje). Kopičenje v 
limfocitih je zanemarljivo (zelena črta in senčenje). Vrednosti kopičenja veziklov so podane kot 
razmerje fluorescence proučevanih celic s fluorescenčno označeno miRNA in miRNA brez 
fluorescenčnih oznak. Trendne črte ponazarjajo povprečno vrednost, senčenje v enakih barvah kot so 
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4.5 Intercelularno kopičenje miRNA zunajceličnih veziklov v krvnih celicah 
imunskega sistema 
Intercelularno kompartmenizacijo kopičenih ZV-miRNA smo določevali z izpostavitvijo 
krvnih celic sintetičnim veziklom s fluorescenčno označeno miRNA. Celice smo dodatno 
označevali z lizosomskim barvilom in barvilom, ki se veže na jedrno DNA. S slikanjem s 
fluorescenčno mikroskopijo smo določili prisotnost fluorescenčno označenih miRNA, ki se 
lokacijsko prekrivajo s kislimi partikli krvnih celic imunskega sistema (kot so pozni endosomi, 
lizosomi). Prikaz znotrajcelične kolokalizacije ZV-miRNA je prikazan na Sliki 15. Rezultati, 




Slika 15: Stimulacija intercelularne kompartmenizacije kopičenih ZV-miRNA. Slike prikazujejo 
sintetične vezikle s fluorescenčno označeno miRNA (DOTAP-miRNA-375-FAM, zelene barve; leva 
slika), endolizosome in lizosome oz. kisle kompartmente v celicah (označene z reagentom Lysosomal 
Staining Reagent - vijolična barva; sredinska slika) in jedro (označeno z reagentom DAPI - modra barva; 




4.6 Določanje aktivacije TLR7/8 miRNA zunajceličnih veziklov 
Glede na slikovne dokaze, ki nakazujejo znotrajcelično kopičenje ZV-miRNA v 
endolizosomalni poti, kjer se nahajajo tudi TLR7 in TLR8 receptorji, smo preverjali vključenost 
teh receptorjev pri zaznavanju ZV-miRNA in aktivaciji imunskega sistema. Celice krvi zdravih 
odraslih preiskovancev smo izpostavili DOTAP-veziklom z miRNA, ki so kazale različno 
izražanje označevalca aktivacije in zgodnje proliferacije celic T CD69+ CD4+ med nSBT1 in 
ZK (hsa-miR-122-5p5p, hsa-miR-455-5p, hsa-miR-375-3p ali hsa-miR-129-5p). miRNA s 
sintetičnimi vezikli pa smo izpostavili tudi inhibitorju aktivacije TLR7/8 klorokinu. S pretočno 




citometrijo smo določali aktivacijo imunskega sistema s povečanim izražanjem CD69 in 
CD107a na celicah T in NK.  
Aplikacija klorokina je močno zmanjšala izražanje označevalca proliferacije CD69 tako na 
celicah T CD4+, kot na celicah T CD8+, praktično na raven negativnih kontrolnih vzorcev celic 
z DOTAP vezikli brez miRNA in CQ brez dodatka DOTAP/miRNA (Slika 16 A, B). Podoben 
efekt inhibicije je bil opazen pri izražanju degranulacijskega označevalca CD107a na celicah 
NK CD56+ NK in celicah T CD8+ (Slika 16 C, D). Rezultati inhibitornega efekta ZV-miRNA 
v prisotnosti s klorokinom kažejo na vlogo TLR7/8 pri zaznavanju ZV-miRNA in posredovanju 
aktivacijskega signala efektorskim celicam imunskega sistema. 
 
 
Slika 16: Inhibicija aktivacije TLR7/8 ZV-miRNA s CQ. Slike prikazujejo inhibitorni efekt klorokina 
(CQ) na stimulacijo z DOTAP-miRNA (po 21 h inkubacije) in izražanje CD69 na (A) celicah T CD4+ 
in (B) CD8+ in CD107a na (C) celicah NK CD56+ in (D) celicah T CD8+. Rdeče pike v grafikonih 
kvantilov predstavljajo meritev posameznega vzorca z zgornjim in spodnjim kvantilom ter povprečno 
vrednostjo v pravokotniku in kvartilni razpon s črtami nad in pod kvantilnim območjem. K-: negativna 
kontrola (sama kri brez dodatkov CQ in DOTAP/miRNA).   




4.7 Strukture preiskovanih miRNA  
Glede na objavljena dejstva v literaturi je aktivacija TLR7/8 pogojena z zaporedjem RNA in 
dostopnostjo uridilov oziroma UG motivov (141, 142). Strukture preiskovanih miRNA smo 
določili na on-line strežniku »RNAfold web server« in primerjali s stimulacijskim odzivom 
izražanja proučevanih aktivacijskih označevalcev CD69 in CD107a. In silico predvidene 
strukture miRNA so povezane z aktivacijo imunskega sistema in dostopnostjo uridilov v 
ssRNA strukturah. miRNA hsa-miR-455-5p, ki je povzročila najmočnejšo aktivacijo 
imunskega sistema, ima prisoten 5' končni uridil in izpostavljene tri uridile v zanki zaporedja 
miRNA. Nasprotno, hsa-miR-193b-5p vsebuje pet uridilskih ostankov, ki se v predpostavljeni 
strukturi miRNA nahajajo v dsRNA in so tako najverjetneje nedostopni TLR7/8. Ostale 
proučevane miRNA vsebujejo uridilske nukleotide prosto dostopne v zankah ali 5' in 3' koncih 
in ravno tako povzročijo aktivacijo imunskega sistema. In slico predvidene strukture 





Slika 17: In silico predvidene strukture proučevanih miRNA v funkcionalnih analizah. Na sliki so 
prikazane strukture proučevanih miRNA, določene z RNAfold web server-jem. Rdeča barva ponazarja 
visoko verjetnost nahajanja nukleotida v predpostavljeni in silico strukturi, medtem ko zelena in modra 
barva ponazarjata nižjo verjetnost udeleženosti nukleotidov v predvideni strukturi. Zaporedja 
predvidenih struktur miRNA in njihove termodinamske lastnosti so navedene v tabeli z vrednostmi 
proste energije.  




4.8 Določanje dolžine telomer in nitrozativnega stresa v odvisnosti od glikemične 
kontrole 
61 preiskovancem, 23 s konstantno slabo glikemično urejenostjo (dečki/deklice: 16/7; trajanje 
SBT1/starost: 0,363 ± 0,195; HbA1c: 9,83 ± 0,94 %) in 38 preiskovancem s konstantno dobro 
glikemično urejenostjo (dečki/deklice: 30/8; trajanje SBT1/starost: 0,370 ± 0,213 ; HbA1c: 6,92 
± 0,4 %) smo v 297 vzorcih DNA z več kot 2600 meritvami določili relativne dolžine telomer 
v preiskovanem obdobju med letoma 2010 in 2016. Ker so se preiskovanci razlikovali po 
starosti in različni dolžini trajanja bolezni in s tem izpostavljenosti glikemičnemu statusu, smo 
telomere primerjali s trajanjem-SBT1/starostjo, kar je omogočilo primerjavo dinamike telomer 
med preiskovanimi posamezniki. Z linearno regresijsko analizo smo določili trend dinamike 
telomer v preiskovanem obdobju trajanja bolezni in primerjali naklona linearnih krivulj za 
preiskovani skupini. 
Naklon relativnih dolžin telomer s trajanjem SBT1/starostjo preiskovancev s slabo glikemično 
urejenostjo SBT1 (naklon krivulje rTL s trajanje-SBT1/starost: –0,73 ± 0,13) kaže na hitrejše 
krajšanje telomer v primerjavi s preiskovanci z dobro glikemično urejenostjo SBT1 (naklon 
krivulje rTL s trajanje-SBT1/starost: –0,395 ± 0,084; p=0,02). Dinamika dolžin telomer med 
primerjanima skupinama je prikazana na Sliki 18. Dinamika rTL v odvisnosti s starostjo 
preiskovancev in trajanjem bolezni se ni razlikovala med preiskovanima skupinama (naklon 
krivulje rTL starost slaba glikemična urejenost SBT1: -0,0138 ± 0,007; dobra glikemična 
urejenost SBT1: -0,0155 ± 0,0045; p=0,834) (naklon krivulje rTL trajanje bolezni slaba 
glikemična urejenost SBT1: -0,03863 ± 0,0064, dobra glikemična urejenost SBT1: -0,02738 ± 
0,0044; p= 0,140).  
Preiskovanci s slabo glikemično urejenostjo so imeli v krvni plazmi višje vrednosti 8-NO2-Gua 
(271.0± 71.9 ng/mL) v primerjavi s preiskovanci z dobro glikemično urejenostjo (136.2 ± 66.5 
ng/mL) (Mann-Whiteney ne parametrični test: p = 0,0002), poleg tega pa so imeli preiskovanci 
s slabo glikemično urejenostjo SBT1 tudi višji koeficient GV (slaba glikemična urejenost 
SBT1: 53.82 ± 10.95 %, dobra glikemična urejenost SBT1: 44.71 ± 7.35 %; Mann-Whiteney 
ne parametrični test: p=0,0017). Vrednosti plazemskega hs-CRP se med preiskovanima 
skupinama niso statistično značilno razlikovale (slaba glikemična urejenost SBT1 1,464 ± 
1,608 mg/L; dobra glikemična urejenost SBT1: 0,628 ± 0,477 mg/L; Mann-Whiteney ne 
parametrični test: p=0,1847) (Slika 19).  
  





Slika 18: Krajšanje relativnih dolžin telomer s trajanjem-SBT1/starost pri preiskovancih s slabo 
glikemično urejenostjo SBT1. Vsaka meritev preiskovanca je označena s piko in s standardnim 
odklonom meritev rTL za posamezen vzorec in črto, ki prikazuje dinamiko dolžine telomer pri 
posameznemu preiskovancu. Modre točke, standardni odkloni meritev in trendne črte ponazarjajo dobro 
urejene preiskovance s SBT1 in rdeče točke, standardni odkloni meritev in trendne črte slabo urejene 
preiskovance s SBT1. Debelejše trendne črte v barvah preiskovanih skupin ponazarjajo krajšanje TL za 
preiskovane skupino, senčenje v enakih barvah ponazarja 95 % interval zaupanja naklona krivulj. 
 
 
Slika 19: Grafični prikaz razlik v GV in izražanju 8-NO2-Gua ter hs-CRP in HbA1c med preiskovanimi 
skupinami. Grafikon kvantilov predstavlja meritve preiskovanih parametrov z zgornjo in spodnjo 
kvartilo in povprečno vrednostjo v kvadratu in kvartilni razpon s črtami nad in pod kvantilnim 
območjem za preiskovane skupine. PGC-preiskovanci s slabo glikemično urejenostjo (rdeča barva 
grafikonov), GGC-preiskovanci z dobro glikemično urejenostjo (modra barva grafikonov), 
** p-vrednost <0,01, *** p-vrednost <0,0001, **** p-vrednost <0,0001.  





SBT1 povzroča avtoimunski propad celic beta trebušne slinavke, kar privede do pomanjkanja 
glavnega anabolnega hormona inzulina, ki uravnava krvni sladkor in presnovo glukoze v jetrih, 
mišicah, maščevju in ostalih tkivih. Osebe s SBT1 za preživetje posledično potrebujejo 
eksogene odmerke inzulina, kar pa spremeni in zmanjša kakovost ter način njihovega življenja. 
Vzrok nastanka SBT1 ni poznan, čeprav poznamo nekatere genetske in okoljske dejavnike, ki 
lahko s svojim delovanjem povečajo tveganje za razvoj bolezni (10). Zaradi nedostopnosti 
Langerhansovih otočkov endokrinega dela trebušne slinavke nimamo dobrega vpogleda v 
patogenezo bolezni, zato se večina raziskav osredotoča na preiskovanje nastanka in razvoja 
SBT1 na modelnih organizmih in celičnih kulturah. Na žalost modelni organizmi ali celične 
kulture niso dober približek človeškim Langerhansovih otočkom in imunskemu sistemu in zato 
ne omogočajo dobrega razumevanja celičnega delovanja, udeleženega v etiologiji bolezni 
(146). Največji doprinos pri razlagi nastanka SBT1 na celičnem nivoju so razkrile preiskave 
postmortem pri osebah z razvijajočo se SBT1. Čeprav je bilo opravljenih že nekaj raziskav ZV 
tudi na področju SBT1, vpliv ZV-miRNA pri SBT1 ni pojasnjen.  
Namen doktorskega dela je bil izolacija ZV in opredelitev ZV-RNA kot potencialnih bioloških 
označevalcev SBT1 in posrednikov pri nastanku avtoimunosti SBT1. ZV krvne plazme in 
medija Langerhansovih otočkov smo opredelili s slikovnimi tehnikami z elektronsko 
mikroskopijo. Z metodo sekvenciranja NGS smo opredeliti kratke nekodirajoče RNA ZV pri 
različnih fazah SBT1 in določili njihovo potencialno vlogo pri regulaciji imunskega sistema. S 
funkcionalno preiskavo smo preverjali vpliv aktivacije imunskega sistema z ZV-miRNA z 
različnim izražanjem pri SBT1. Na podlagi rezultatov smo predpostavili model posredovanja 
ZV-RNA pri aktivaciji imunskega sistema in nastanka avtoimunosti SBT1. Pri preiskovancih s 
SBT1 smo dodatno opredelili tudi dolžine telomer v odvisnosti od glikemične kontrole, saj 
podatki v literaturi kažejo, da lahko tudi miRNA vplivajo na dinamiko telomer (147). 
 
5.1 Prisotnost zunajceličnih veziklov celic beta v krvni plazmi in mediju 
Langerhansovih otočkov  
Obstajajo številne metode izolacije ZV, ki omogočajo izolacijo ZV z razlikami v čistosti 
izoliranih frakcij in velikosti ZV. Čeprav zlati standard za izolacijo ZV še vedno predstavlja 
ultracentrifugiranje, ta metoda ne zagotavlja velikega izplena izoliranih ZV RNA z vzorcev iz 
omejenim volumnom (148). Novejše metode izolacije temeljijo na uporabi afinitetnih kolon in 
omogočajo tako selekcijo ZV kot tudi izolacijo čistejših frakcij ZV brez večjih kontaminacij 




proteinov in lipoproteinov (148). Pri preiskavah ZV človeških tekočin se največkrat uporablja 
izolacija s precipitacijskim reagentom, ki pa ne omogoča izolacije čistih frakcij ZV, saj ob 
izolaciji ZV pride tudi do precipitacije večjih proteinskih kompleksov. Poleg tega metoda ne 
omogoča selekcije ZV po velikosti, vendar pa zagotavlja velik izplen izoliranih ZV in s tem 
zadostno količino materiala tudi za zahtevnejše aplikacije, kot je NGS sekvenciranje (144, 145). 
Za namene naših preiskav smo izolirali ZV s precipitacijskim reagentom, saj se je glede na naše 
izkušnje izolacijska metoda s precipitacijskim reagentom izkazala kot najprimernejša za delo s 
človeškimi vzorci z omejenim volumnom preiskovanega vzorca, kot je to pri pediatričnih 
vzorcih. Za potrjevanje prisotnosti in morfologije ZV v izolirani ZV frakciji krvne plazme smo 
določali ZV s TEM. Kot kontrolni material za preverjanje prisotnosti ZV celic beta smo 
uporabili ZV medija Langerhansovih otočkov. Predpostavili smo, da so v mediju 
Langerhansovih otočkov ZV, ki jih celice beta in ostale celice Langerhansovih otočkov 
sproščajo v medcelični prostor, takšni ZV pa so prisotni tudi v krvnem obtoku pri zdravih 
posameznikih. S TEM in označevanjem imunogold smo v izoliranih frakcijah ZV krvne plazme 
in Langerhansovih otočkov opredelili prisotnost ZV sferičnih struktur reda velikosti do 500 nm, 
kar nakazuje na prisotnost ZV velikostnega razreda eksosomov in mikroveziklov. 
 Prisotnost ZV celic beta v krvni plazmi smo potrdili s primerjavo ZV medija Langerhansovih 
otočkov s TEM označevanjem imunogold, pri katerem smo določali prisotnost membranskih 
proteinov z visokim izražanjem v Langerhansovih otočkih (GAD65, PTPRN, DGCR2) in 
zanemarljivim izražanjem v drugih organih našega telesa. S kriometodo priprave vzorcev, ki je 
vključevala zamrzovanje in prerez vzorcev veziklov, smo dobili tudi vpogled v vsebino ZV. 
Potrdili smo prisotnost ZV z izraženimi membranskimi označevalci Langerhansovih otočkov 
in inzulina v lumnu ZV v izoliranih ZV medija Langerhansovih otočkov, kot tudi ZV krvne 
plazme (Slika 9). TEM-slike so potrdile prisotnost ZV z značilnimi membranskimi proteini 
celic beta, kar nakazuje na izvor ZV celic beta v krvni plazmi.  
ZV z označevalci celic beta, izoliranih iz medija Langerhansovih otočkov, so že dokazali na 
izoliranih ZV frakcijah z detekcijo s prenosom western (128) in TEM (129), vendar pa 
raziskave niso dokazovale prisotnosti veziklov v krvni plazmi ljudi. S slikami TEM smo prvi 
pokazali obstoj ZV Langerhansovih otočkov v krvni plazmi. Rezultati tega doktorskega dela 
nakazujejo tudi prenos ZV preko dvojne bazalne lamine Langerhansovih otočkov v kri in s tem 
potencialno komunikacijo celic beta z drugimi organi kot tudi z imunskim sistemom. Dodaten 
pomen in opredelitev ZV pri SBT1 smo izvajali s sekvenciranjem in analizo ZV-miRNA v 
krvni plazmi.  
 




5.2 miRNA zunajceličnih veziklov  
Določanje miRNA je možno z več pristopi. Metode določanja miRNA temeljijo na 
subkvantitativni primerjavi izražanja s primerjavo med preiskovanimi skupinami, vendar pa 
ima vsaka metoda svoje prednosti in slabosti. Izbor metode je odvisen od tipa vzorcev, količine 
izolirane RNA in razpoložljivih finančnih sredstev za analize. Večina raziskav, ki se 
osredotočajo na preiskovanje izražanja ZV-miRNA, uporablja pri svojem delu metodo 
določanja tarčnih ZV-miRNA, ki temelji na obratnem prepisovanju miRNA v cDNA z reverzno 
reakcijo s polimerazo in določanjem izražanja s qPCR. Na tržišču obstaja več metod določanja 
miRNA z metodo qPCR. Starejše metode temeljijo na reverzni transkripciji miRNA s 3' 
zankovnimi oligonukleotidi, cDNA produkte pa se nato določa z specifičnimi oligonukleotidi 
in sondami, ki lahko vsebujejo fluorescenčna reporterska barvila za miRNA (150). Novejša 
metoda qPCR temelji na poli-A podaljševanju miRNA molekul ligaciji 5' uniformnega 
adapterja in reverzni transkripciji, ki ji sledi qPCR določanje izbranih miRNA z označenimi 
sondami (151). qPCR metode temeljijo na primerjavi izražanja miRNA z referenčnimi RNA, 
ki naj bi se v preiskovanih vzorcih izražale konstantno in neodvisno od preiskovanega stanja, 
kar pa je dokaj težko potrditi pri preiskovanih stanjih, za katere ne poznamo sovpliva 
metabolnimi poti v celicah. Dobra lastnost qPCR metod je, da imajo v primerjavi z drugimi 
metodami dobro občutljivost določanja miRNA, še posebej tistih z nizko zastopanostjo v 
vzorcu. miRNA se lahko določa tudi z mikromrežami, pri katerih se vzorce RNA obarva s 
fluorescenčnimi barvili, hibridizira na komplementarna zaporedja imobilizirana na stekelcih in 
primerja fluorescenco med vzorci (152). Slabost določanja miRNA s qPCR in mikromrežami 
je, da zaznavajo zgolj omejen nabor zrelih miRNA z znanimi zaporedji. Vendar pa ima večina 
miRNA tudi številne izooblike, ki se večinoma razlikujejo v dolžini miRNA zaporedja in 
končnih nukleotidih, zato jih qPCR metode ne morejo dobro zaznavati. Novejši pristop 
detekcije miRNA omogoča NGS, kakršnega smo uporabili tudi v doktorskem delu, omogoča 
določanje vseh kratkih nekodirajočih RNA. Priprava vzorcev za sekvenciranje kratkih 
nekodirajočih RNA temelji na vezavi adaptorskih zaporedij na 3' in 5' konce RNA molekul, 
obratnem prepisovanju v cDNA z reverzno transkriptazo, označevanju produktov vzorcev z 
identifikacijskimi zaporedji in sekvenciranju na sekvenatorjih naslednje generacije (153). 
Metoda omogoča celoten vpogled v izražanje vseh miRNA in drugih kratkih RNA v 
preiskovanem vzorcu. Razlike v izražanju miRNA med preiskovanimi stanji se določa s 
primerjalnimi bioinformatskimi metodami, ki upoštevajo izražanje vseh, oziroma večine 
miRNA. NGS pristop tako omogoča natančnejši vpogled v izražanje vseh kratkih nekodirajočih 
RNA v enem eksperimentu, kar tehnike qPCR in mikromrež ne omogočajo. Čeprav ima NGS 




določanje miRNA številne prednosti pred klasičnim qPCR pristopom, pa je metoda nekoliko 
bolj analitsko zahtevna. miRNA analiza NGS podatkov zajema kompleksno bioinformatsko 
analizo, ki vključuje orodja za naleganje sekvenciranih zaporedij na genom ali znana zaporedja 
RNA in uporabo orodij za določanje razlik v izražanju med primerjanimi skupinami.  
V naši raziskavi smo RNA ZV krvne plazme izolirali s fenolno-kloroformno ekstrakcijo. Z 
uporabo opisanih metod izolacije ZV in priprave knjižnic kratkih nekodirajočih RNA, smo 
vzorce ZV-RNA uspešno sekvencirali z metodo NGS z velikim številom določenih zaporedij 
ter opredelili razlike izražanja ZV-miRNA v skupinah preiskovancev. 
 
5.2.1 Različno izražanje miRNA zunajceličnih veziklov pri zdravih preiskovancih in 
preiskovancih s sladkorno boleznijo tipa 1 
V sklop preiskav za opredelitev ZV-miRNA SBT1 v različnih fazah bolezni smo vključili tri 
skupine preiskovancev nSBT1, 10let-SBT1 in ZK. Vsem preiskovancem smo iz krvne plazme 
izolirali ZV, izolirali ZV-RNA, pripravili knjižnice za sekvenciranje z metodo NGS in opravili 
primerjalne analize izražanja ZV-miRNA med preiskovanimi skupinami. 
Pri preiskovancih z nSBT1 (Slika 10) smo določili povišano izražanje hsa-miR-122-5p, ki je 
najpogosteje izražena miRNA v jetrih in proučevana kot označevalec bolezni jeter, kot so 
nealkoholne bolezni zamaščenih jeter in virusne vnetne infekcije jeter povzročene z virusi 
hepatitisa B in C (154). miR-122 v jetrih regulira homeostazo in presnovo trigliceridov in 
holesterola in cirkadialni ritem, ima pa tudi tumor-supresorsko delovanje (155). Barajans in 
kolegi so dokazali, da ima miRNA-122 lahko tudi regulatorno vlogo pri izražanju glukoza-6-
fosfataze, kar pri raku jeter z znižanim izražanjem miRNA promovira presnovo glukoze (156). 
hsa-miR-122-5p je bila že poročana kot signifikantno izražena miRNA pri nSBT1 (132) in pri 
osebah s SBT2 z metabolnim sindromom nakazuje na povečano obremenitev jeter ter povečano 
izločanje jetrnih eksosomov (157). Tudi pri naših preiskovancih z nSBT1 povečane vrednosti 
ZV hsa-miR-122-5p najverjetneje odražajo povečano obremenitev jeter zaradi glukoneogeneze 
in ketoacidoze ob postavitvi diagnoze. 
Pri nSBT1 smo določili tudi povišano izražanje hsa-miR-192-5p in hsa-miR-193b-5p. Obe 
miRNA sta bili že predhodno opisani kot povišani miRNA pri odraslih preiskovancih v 
preddiabetičnemu stanju kot najverjetnejša posledica presnovnega neravnovesja zaradi 
zmanjšanega sproščanja inzulina (158). Verjetno je povišano izražanje hsa-miR-192-5p in hsa-
miR-193b-5p tudi pri naših preiskovancih povezano s presnovnim neravnovesjem. 
Preiskovanci z 10let-SBT1 (Slika 10) imajo zmanjšano izražanje hsa-miR-455-5p, hsa-miR-
195-3p in povišano izražanje hsa-miR-185-5p v primerjavi z ZK in nSBT1. Povišano izražanje 




hsa-miR-185-5p pri dlje časa izraženi SBT1 je lahko povezano z nastajanjem zapletov venskih 
endotelijskih celic, kot posledica glukozne variabilnosti in hiperglikemije. hsa-miR-185-5p s 
svojim delovanjem zmanjšuje antioksidativno aktivnost glutation peroksidaze (GPx-1), ki ima 
ključno vlogo pri encimski pretvorbi ROS in lahko v primeru zmanjšane aktivnosti prispeva k 
razvoju zapletov SB (159). Preiskovanci s SBT1 so imeli tudi znižano izražanje 
hsa-miR-195-3p, kar pa je morda znak razvoja diabetične nefropatije, saj naj bi imelo 
zmanjšano izražanje hsa-miR-195-3p s svojim antiapoptoznim delovanjem zaščitno vlogo pri 
razvoju diabetične nefropatije (160). Razlike v izražanju hsa-miR-455-5p pri SBT1 še niso bile 
opredeljene. 
 
5.2.2 Različno izražanje miRNA zunajceličnih veziklov pri osebah po transplantaciji 
Langerhansovih otočkov 
Ker se ohranjenost celic beta Langerhansovih otočkov kot tudi intenzivnost avtoimunskega 
propada celic beta razlikuje med osebami s SBT1, smo želeli v naši raziskavi opredeliti 
ZV-miRNA, ki so povezane z aktivnim propadom celic beta pri človeku. Za namen opredelitve 
ZV-miRNA profila aktivnega propada celic beta smo v našo raziskavo vključili osebe po 
transplantaciji Langerhansovih otočkov, pri katerih prihaja do propada majhnega deleža 
Langerhansovih otočkov in celic beta ob izpostavitvi stresu med transplantacijskim postopkom. 
ZV-miRNA profil propada celic beta smo določali s kronološko zbranimi vzorci ZV-krvne 
plazme po transplantaciji in primerjali izražanje ZV-miRNA s stanjem pred transplantacijo.  
Primerjana analiza izražanja ZV-miRNA transplantirancev Langerhansovih otočkov je razkrila 
štiri miRNA, hsa-miR-375-3p, hsa-miR-129-5p, miR-200b-5p in hsa-miR-216b-5p (Slika 11), 
povezane s propadom Langerhansovih otočkov in celic beta. hsa-miR-375-3p je poglavitna 
izražena miRNA v celicah beta in tudi ena izmed najbolj zastopanih miRNA v Langerhansovih 
otočkih (161). Raziskave so pokazale, da ima miR-375 v celicah beta regulatorno vlogo 
uravnavanja proliferacije celic beta in vlogo zagotavljanja normalne homeostaze celic beta 
(162). Izražanje hsa-miR-375-3p v krvnem serumu in plazmi je že več študij povezovalo s 
propadanjem celic beta, tudi pri osebah z nSBT1. Vseeno pa so si poročani podatki o različno 
izraženi miR-375 kot označevalcu SBT1 nasprotujoči, kar je verjetno posledica preiskovanja 
izražanja miR-375 v različnih fazah obravnave preiskovancev, ki so imeli ob tem različno 
ohranjenost celic beta (163,164). Družina miR-200, v katero spada hsa-miR-200b-5p (izooblike 
miR-200 se razlikujejo v nukleotidih na 3' miRNA), je močno izražena v Langerhansovih 
otočkih, kjer imajo poglavitno vlogo negativne regulacije apoptoze z uravnavanjem izražanja 
regulatorni proteini p53. miR-200b tako preko uravnavanja izražanja proteinov p53 sodeluje 




pri programirani celični smrti izzvani zaradi stresa endoplazemskega retikuluma in ima 
morebitno zaščitno vlogo v patologiji sladkorne bolezni (165). Raziskave poročajo tudi o 
supresorskem delovanju miR-216 na z glukozno stimulacijo izzvano proliferacijo celic beta, 
vendar miR-216 še ni bila poročana v povezavi s SBT (166). O regulatorni vlogi 
hsa-miR-129-5p celic beta in njeni vpletenosti pri propadu celic beta, ter zgodnjih fazah razvoja 
sladkorni bolezni SBT1 še ni podatkov. Omenjene miRNA, ki so bile značilno izražene po 
transplantaciji, so verjetno glede na literaturo označevalec poškodb in propada celic beta 
(161,167), oziroma so odgovor organizma na transplantacijo Langerhansovih otočkov in odziv 
tkiv na ponovno izpostavljenost endogenim hormonom Langerhansovih otočkov. Določanje 
ZV-miRNA pri aktivnem propadu celic beta pri transplantirancih Langerhansovih otočkov je 
zajemala samo dva preiskovanca, vendar pa smo slabost takšnega pristopa analize pri majhnem 
številu preiskovancev zaobšli s kronološko analizo. V prihodnjih preiskavah bi bilo smiselno 
ugotovitve potrjevati na večji skupini preiskovancev z drugimi metodami, kot je qPCR. 
 
5.3 Zunajcelične vezikularne miRNA aktivirajo efektorske celice imunskega sistema 
Dodatne potrditve in opredelitve statistično značilno izraženih miRNA na večjih kohortah 
preiskovancev s SBT1 in ZK zaradi časovne omejitve in zbiranja potrebnega večjega števila 
vzorcev preiskovancev nismo mogli izvesti. 
Različno izražene ZV-miRNA določene z NGS sekvenciranjem smo zato raje opredelili z in 
vitro funkcionalno raziskavo, pri kateri smo določali vpliv ZV-miRNA na regulacijo in 
aktivacijo imunskega sistema. S tem smo želeli določiti tudi vpliv in pomen ZV-miRNA pri 
razvoju SBT1. Raziskave avtoimunosti in razvoja SBT1 potekajo tako na in vivo živalskih 
modelih kot tudi na in vitro celičnih linijah. Na žalost pa raziskave na in vivo živalskih modelih 
niso dobri približki človeškemu organizmu pri raziskavah SBT1 (146). Mišji modeli, ki se 
najbolj uporabljajo za preiskave SBT1, imajo enojno bazalno lamino Langerhansovih otočkov 
in se tako razlikujejo od človeških Langerhansovih otočkov, ki imajo dvojno bazalno lamino 
(3). Hkrati se mišji imunski sistem razlikuje od človeškega, saj so pri prepoznavanju ssRNA 
udeleženi različni receptorji TLR. Po drugi strani predstavlja delo s celičnimi kulturami 
enodimenzionalen vpogled v delovanje imunskega sistema oziroma celice Langerhansovih 
otočkov (146).  
Vpliv ZV na imunski sistem smo zato določali s funkcionalno raziskavo ZV-miRNA na 
človeških krvnih celicah imunskega sistema, ki najbolje ponazarjajo in vivo stanje imunskega 
sistema. Z uporabo človeških krvnih celic imunskega sistema smo dosegli ohranjenost 




populacij limfocitov, granulocitov in monocitov in s tem medcelične interakcije celic 
imunskega sistema, ki sodelujejo pri nastanku ter poteku avtoimunskega propada celic beta 
Langerhansovih otočkov. V preiskavo smo vključili deset preiskovancev z nSBT1 in deset ZK 
primerljivih starosti in primerjali odziv na stimulacijo ZV-miRNA. Aktivacijo imunskega 
sistema ZV-miRNA smo določali s pretočno citometrijo s spremljanjem izražanja zgodnjega 
prehodnega označevalca proliferacije CD69 in označevalca celične degranulacije oziroma 
označevalca citotoksičnosti, CD107a na celicah T CD4+ in CD8+ ter celicah NK CD56+. Vpliv 
ZV-miRNA na regulacijo in modulacijo imunskega sistema smo določali z izbranimi miRNA, 
ki so se glede na podatke sekvenciranja ZV-miRNA statistično značilno različno izražale v 
vzorcih ZV krvne plazme preiskovancev s SBT1, transplantirancev Langerhansovih obročkov 
in zdravih kontrolah. Krvne celice smo izpostavili miRNA s sintetičnimi vezikli DOTAP, ki 
ustvarijo micele in tako posnemajo ZV. Sintetične vezikle smo uporabili zaradi enostavne 
priprave, vendar pa moramo poudariti, da sintetični miceli niso fiziološki ZV, ki vsebujejo 
lipidni dvosloj. Sintetični vezikli vstopajo v celice po endolizosomalni poti, kar predstavlja 
zgolj eno izmed možnih poti vpliva ZV na tarčne celice.  
miRNA smo izpostavili tudi same brez sintetičnih veziklov tako, da smo izključili direktno 
aktivacijo preko zunajceličnih receptorjev in tako opredelili pomen udeleženosti vezikularne 
dostave miRNA. Vse miRNA, razen miRNA hsa-miR-193b-5p so po aplikaciji miRNA s 
sintetičnimi vezikli izrazito aktivirale izražanje zgodnjega prehodnega označevalca 
proliferacije CD69 in označevalca degranulacije CD107a (Slika 12). Pri tem je bilo opaženo, 
da je aktivacija z izražanjem označevalcev zgodnje faze proliferacije citotoksičnih celic T 
intenzivnejša (izražanje CD69 celic T CD8+) kot izražanje CD69 na celicah T CD4+ 
pomagalkah. Stimulacija miRNA s sintetičnimi vezikli je povzročila tudi povečano izražanje 
označevalca CD107a, ki ponazarja imunsko citotoksičnost in degranulacijski odziv s 
sproščanjem litičnih granul (Slika 12). Izražanje CD107a je bilo izrazitejše pri celicah NK 
CD56+ v primerjavi s celicami T CD8+. miRNA, ki smo jih izpostavili vzorcem krvi brez 
sintetičnih DOTAP veziklov niso sprožile zaznavnega imunskega odziva (Tabela 5). 
Nezaznaven odziv celic imunskega sistema na same miRNA in signifikanten odziv, ki je bil 
sprožen z miRNA s sintetičnimi vezikli kaže na imuno-regulatorni potencial ZV-miRNA. 
In vitro rezultati stimulacije na vzorcih polne krvi nakazujejo, da so pri prepoznavi ZV-miRNA 
udeleženi intercelularni mehanizmi, ki lahko prepoznavajo lastne molekule miRNA in 
aktivirajo imunski sistem. 
Razlike med preiskovanci z nSBT1 in ZK smo opazili pri izražanju celic T CD4+ CD69+ 
(Slika 13), pri katerih so preiskovanci z nSBT1 izražali nižji delež celic z označevalcem CD69 




v primerjavi z zdravimi preiskovanci. Razlik med preiskovanima skupinama nismo opazili pri 
ostalih celicah T CD8+ in celicah NK CD56+, tako pri določanju zgodnjega označevalca 
proliferacije CD69 kot tudi degranulacije CD107a. Celice T CD4+ sodelujejo pri koordinaciji 
imunskega sistema in posredovanju aktivacijskega signala drugim celicam imunskega sistema, 
kot so makrofagi, celice B in celice T CD8+ (72), ter imajo z uravnavanjem imunosti 
pomembno vlogo pri razvoju avtoimunosti SBT1 (17). Razlike pri aktivaciji celic T CD4+ 
verjetno kažejo na izčrpanost imunskega sistema in razvoja imunske tolerance zaradi predhodne 
aktivacije signalnih poti udeleženih v prepoznavanju ZV-miRNA ali podobnih ssRNA, ki 
aktivirajo enake mehanizme kot ZV. Možen vzrok razlik v izražanju označevalca aktivacije 
imunskega sistema je tudi naravna prisotnost ZV in ZV-miRNA v krvi preiskovancev z nSBT1. 
Da bi lahko potrdili naše predpostavljene ugotovitve, bi bile potrebne dodatne raziskave z 
opredelitvijo vsebnosti ZV-miRNA med preiskovanimi skupinami in preiskave z določanjem 
celičnih označevalcev izčrpanosti imunskega sistema. 
 
5.4 miRNA zunajceličnih veziklov se kopičijo v fagocitnih krvnih celicah in aktivirajo 
TLR7/8 signalno pot 
S preiskavami kopičenja miRNA s sintetičnimi vezikli in fluorescenčno označeno miRNA v 
vzorcih polne krvi smo pokazali močno kopičenje ZV-miRNA v monocitih in nekoliko manjše 
kopičenje v granulocitih (Slika 14). Najmanj intenzivno kopičenje ZV-miRNA v krvnih celicah 
imunskega sistema smo opazili v limfocitih. S fluorescentno mikroskopijo in barvilom, ki 
označuje kisle celične kompartmente smo potrdili intercelularno kopičenje ZV-miRNA v 
strukturah endolizosomalne poti z znižanim pH, kot so pozni endosomi, endolizosomi ali 
lizosomi (Slika 15). Kopičenje in razgradnja ZV v endolizosomalni poti je bila že opisana kot 
ena izmed možnih poti dostave ZV in vpliva ZV na delovanje tarčnih celic (83). V endosomih 
in endolizosomih se nahajajo TLR7/8 receptorji, ki prepoznavajo virusne ssRNA in 
predstavljajo prirojen imunski mehanizem nevtralizacije virusnih infekcij (164, 165). Močno 
izražanje TLR7/8 je prisotno v monocitih in DC (170), vrstah celic, kjer smo s pretočno 
citometrijo dokazali močno kopičenje ZV-miRNA. Aktivacijo TLR7/8 signalne poti pri 
stimulaciji ZV-miRNA smo potrjevali s TLR7/8 inhibitorjem klorokinom. Klorokin naj bi s 
svojim delovanjem preprečil zakisanje endosomov, kar onemogoči dimerizacijo podenot 
TLR7/8 receptorjev s čemer je onemogočeno prepoznavanje ssRNA ter aktivacija TLR7/8 
receptorjev (165, 167). Glede na dognanja Kužnik in sodelavcev pa naj bi se klorokin tudi 
direktno vezal na zaporedje RNA in tako oviral interakcijo RNA s TLR7/8 in preprečil 
aktivacijo imunskega sistema (172). Inhibicija stimulacije miRNA z DOTAP vezikli in 




klorokinom se je v naših eksperimentih odražala v močnem utišanju aktivacije ZV-miRNA in 
zmanjšanem izražanju CD69 ter CD107a na celicah T CD4+ in CD8+ ter celicah NK CD56+ 
(Slika 16). Pri tem je raven izražanja opazovanih označevalcev aktivacije ob dodatku inhibitorja 
dosegala ravni izražanja opazovanih označevalcev na vzorcih negativnih kontrol. Rezultati 
stimulacije s klorokinom kažejo na vpletenost prepoznavanja ZV-miRNA preko TLR7/8 
signalne poti, kar aktivira prirojeni imunski sistem in se odraža z aktivacijo celic NK in celic T.  
TLR7/8 so v našem organizmu naravni del imunskega sistema, ki prepoznava virusne RNA in 
preprečuje virusne infekcije. Aktivacija TLR7/8 je pogojena z vezavo ssRNA na dimerni 
kompleks TLR7/8 podenot v poznih endosomih, kar privede do konformacijskih sprememb 
TLR7/8. Aktivacija TLR7/8 poteče s prenosom signala z Myd88 in TRIF do aktivacije 
transkripcijskih faktorjev NF-κB, IRFs ali MAP kinaze, kar povzroči sintezo in sproščanje 
citokinov, kemokinov in interferonov tipa 1, ki delujejo provnetno z namenom nevtralizacije 
virusne infekcije (169,173,174). Dodatno preverjanje ugotovitev bi bilo smiselno izvesti na 
celičnih linijah in živalskih modelih z dodatnimi miRNA, inhibitorji in ZV. 
Intenzivnost aktivacije TLR7/8 z ssRNA je po znanih podatkih odvisna od  zastopanosti 
uridilov in UG motivov v ssRNA. Poleg same zastopanosti U in UG bogatih RNA motivov 
(145,175) je Gantier s sodelavci pokazal, da je aktivacija TLR7/8 pogojena tudi s sekundarno 
strukturo kratkih RNA (144). Z in silico opredelitvijo struktur proučevanih miRNA v in vitro 
testih smo tudi z našimi rezultati potrdili, da višje izražanje CD69 in CD107a ob stimulaciji 
miRNA s sintetičnimi vezikli korelira z zastopanostjo uridilov in strukturo miRNA (Slika 17). 
Predpostavljena struktura hsa-miR-455-5p vsebuje uridil na 5' koncu in tri uridile v zanki, kar 
je najverjetnejši vzrok za najbolj intenzivno izraženo aktivacijo med preiskovanimi miRNA. 
Kljub visoki zastopanosti uridilov v zaporedju hsa-miR-193b-5p (vsebuje pet uridilov), 
miR-193b-5p ob stimulaciji s sintetičnimi vezikli ni povzročila zaznavne aktivacije imunskega 
sistema. Vzrok je najverjetneje nedostopnost uridilov, ki se vsi nahajajo v stebelni strukturi 
dsRNA in so tako nedosegljivi TLR7/8 receptorjem. V endolizosomalni poti se izražajo tudi 
TLR3 receptorji, ki prepoznavajo dsRNA zaporedja bogata s citozini (169), ki pa jih naša 
preiskovana zaporedja niso vsebovala. Rezultati tako nakazujejo na vpliv ZV-miRNA pri 
TLR7/8 posredovani aktivaciji imunskega sistema in potencialni vpletenosti v razvoj 
avtoimunosti SBT1.  
  




5.5 Pomen TLR7/8 pri nastanku in razvoji sladkorne bolezni tipa 1 
In vitro eksperimenti so bili opravljeni na vzorcih polne krvi, pri katerih je aktivacija celic 
imunskega sistema z ZV-miRNA pokazala na možno vpletenost ZV-miRNA pri modulaciji 
sistemske imunosti. S prenosom ZV antigenov in ZV-miRNA v limfoidne organe, kjer DC 
vršijo selekcijo klonov celic T, imajo ZV pomembno vlogo tudi pri regulaciji imunske klonske 
selekcije (176). Ena izmed najbolj sprejetih teorij in mehanizmov nastanka avtoimunosti 
vključuje aktivacijo prirojenih celic imunskega sistema, kot so celice DC in monociti, ki nato 
prekomerno stimulirajo efektorske celice, pri katerih so lahko udeleženi tudi endosomalni 
TLR7/8 (176,177). Aktivacija teh zvrsti fagocitov se odraža s povečanim sproščanjem 
citokinov in direktno intercelularno posredovano CD40-CD40L interakcijo (178). Posledično 
dogajanje imunskega sistema privede do ekspanzije in namnožitve avtoimunskih klonov, hkrati 
pa zmanjšanja diverzitete celokupnega števila klonov celic T. Celice T imajo zmanjšano 
proliferativno sposobnost in s svojimi značilnostmi privedejo do razvoja avtoimunskega 
rizičnega fenotipa (zmanjšan nabor klonov, ekspanzija posameznih klonov, izčrpanost celic 
imunskega sistema), tako pri človeku kot tudi pri miših (177–179). Pomen TLR7 in njihov 
potencialen vpliv pri SBT1 so proučevali pri transgenskih miškah s povečanim izražanjem 
TLR7, pri čemer so pokazali povečano aktivacijo klonov celic T CD8+ z izraženimi 
adhezijskimi molekulami in zmanjšano raznolikostjo klonov celic T, ki lahko posredujejo pri 
odstranitvi avtoantigenov (177). Zakaj SBT1 večinoma izbruhne pri otrocih, ni pojasnjeno. 
Verjetno pa ima pri tem vlogo timus, ki je primarni limfoidni organ imunskega sistema in ima 
vlogo zorenja ter selekcije celic T. Timus se v odrasli dobi močno zmanjša, vlogo selekcije 
klonov celic T pa prevzamejo tkivne bezgavke. Čeprav so vlogo timusa v avtoimunosti SBT1 
proučevale številne raziskave, izsledki raziskav niso pojasnili vpletenosti timusa pri nastanku 
SBT1 (180,181). ZV lahko po limfi zaidejo v tkivne bezgavke ali timus, kjer ZV ssRNA 
modulira TLR7/8 DC in vpliva na razvoj T-reaktivnih klonov, njihovo selekcijo, kar lahko 
povzroči neravnotežje med Treg in Teff in s tem nastanek avtoimunosti (169,180–182).  
ZV lahko v krvi z ZV-miRNA podobno kot virusna ssRNA aktivira TLR7/8 v monocitih in 
povroči aktivacijo monocitov in njihovo diferenciacijo v monocitne-DC in tkivne makrofage, 
ki se lahko infiltrirajo v tarčna tkiva in tam posredujejo v vnetnem procesu (173,183,184). 
TLR7/8 pa se izražajo tudi v lokalnih oziroma tkivnih makrofagih, ki imajo poglavitno vlogo 
regulacije tkivne imunosti. Tkivni makrofagi se nahajajo tudi v Langerhansovih otočkih, kjer 
lahko z vršenjem primarne vloge lokalne imunosti ob sprejemu ZV celic beta sproščajo citokine 
in kemokine, ter prispevajo k nastanku inzulitisa in razvoju avtoimunosti (185–187). 
Potencialno vpletenost TLR7 v razvoju SBT1 so dokazovali že na živalskih modelih. Z 




raziskavami na miškah z ne-debelostjo povezano sladkorno boleznijo (angl. non-obese diabetic 
mouse; NOD), ki je najpogosteje uporabljen živalski model za proučevanje SBT1, so pokazali, 
da TLR7 aktivacija spodbuja nastanek SB s povečano citotoksičnostjo proti za Langerhansove 
otočke specifično glukozno-6-fosfatazno katalitično podenoto-povezovalnim proteinom (IGRP 
tudi G6PC2, ki je tudi avtoantigen Langerhansovih otočkov), ki se izraža tudi v človeških 
Langerhansovih otočkih (188). 
Eden izmed možnih vzrokov nastanka SBT1 je tudi molekularna mimikrija, sicer bolj 
proučevana pri proteinskih antigenih, v katerih naj bi jih človeški imunski sistem zamenjal 
lastne molekule za mikrobne. Molekularna mimikrija pri prepoznavanju proteinov naj bi se 
zgodila zaradi nepopolnega oziroma napačnega zvijanja proteinov kot posledica stresa 
endoplazemskega retikuluma in celičnega neravnovesja, ki ga lahko povzročijo številni okoljski 
dejavniki, kot so infekcije in drugi celični motilci (189,190). Potencialen vir avtoantigenov 
udeleženih pri nastanku avtoimunskih bolezni naj bi bili tudi nepopolno in napačno zviti 
proteini, ki z ZV (predvsem apoptotska telesca) zaidejo v tkivne bezgavke in izzovejo nastanek 
avtoimunosti (128). Po podobnem mehanizmu lahko tudi ZV-miRNA, ki se z ZV sprostijo 
zaradi celičnega neravnovesja, posnemajo virusno RNA, aktivirajo TLR7/8 signalno kaskado 
ter promovirajo vnetje in nastanek avtoimunosti (191,192).  
Teorijo nastanka avtoimunosti zagovarja tudi teorija posredne aktivacije imunskega sistema, 
pri kateri lahko ZV aktivirajo imunski sistem z neantigenskimi specifičnimi potmi. Pri 
neantigenski posredni aktivaciji imunskega sistema sodelujejo citokini, kemokini in kosignalni 
receptorji, ki posredno in nespecifično posredujejo pri limfocitni aktivaciji neodvisno od TCR 
in BCR aktivacije (37,189). Vlogo ZV pri posredni aktivacij so pokazali pri infekciji s 
hepatitisom C, kjer ZV z deli virusa povzročijo aktivacijo TLR7DC in sproščanje IFN.  
Tudi rezultati tega doktorskega dela sovpadajo s teorijo posredne aktivacije imunskega sistema, 
kjer se ZV kopičijo v APC in so udeleženi pri TLR7/8 posredovani aktivaciji imunskega 
sistema. Dokazali smo tudi izrazitejšo aktivacijo celic T CD8+ v primerjavi z aktivacijo celic 
T CD4+ in verjetno izčrpanost celic imunskega sistema pri nSBT1, kar ravno tako sovpada s 
teorijo posredne aktivacije imunskega sistema. Pri SBT1 so že predhodno pokazali sovpadanje 
znakov posredne imunosti skupaj z virusnimi infekcijami (38). Rezultati tega doktorskim dela 
dodatno nakazujejo na možno vpletenost tudi lastnih človeških ZV-miRNA pri patologiji 
nastanka avtoimunosti SBT1. 
Pogosto so kot okoljski dejavniki tveganja za razvoj SVT1 proučevane različne virusne okužbe, 
pri čemer pa lahko sodelujejo tudi miRNA, ki imajo lahko direkten vpliv na regulacijo prepisa 
virusne RNA. Pri okužbah s HCV se miRNA-122 s proteini Ago veže na 5'UTR regijo genskega 




zaporedja notranjega ribosomalnega vstopnega mesta (angl. internal ribosomal entry site; 
IRES) in tako pospešuje sintezo virusnih proteinov, celično kopičenje in izločanje virusov 
(193). Tudi miRNA-375 naj bi imela regulatorni vpliv pri infekcijah s HPV (Humani papiloma 
virusi), ki pa za razliko od miR-122, zavira razvoj in proliferacijo tumorjev (194,195). 
Interakcija miRNA pri virusnih infekcijah, ki so potencialni vzrok nastanka SBT1 še niso 
popolnoma opredeljene.  
Z eksperimentalnimi dokazi ne moremo natančno opredeliti ZV-miRNA kot vzročnih 
dejavnikov razvoja SBT1 ali kot posledičnih sporočevalcev nastanka SBT1. Vseeno pa je iz 
naših rezultatov razvidno, da ZV-RNA sodeluje pri aktivaciji in regulaciji imunskega sistema 
pri nastanku SBT1, kjer s povečano proliferacijo in citotoksičnostjo celic imunskega sistema 
promovirajo vnetje. Če se aktivacija zgodi lokalno v Langerhansovih otočkih, lahko tak pojav 
močno vpliva na začetno poškodbo celic endokrinega pankreasa in vodi k nastanku 
avtoimunosti. 
  




5.6 Predpostavljen model delovanje ZV-miRNA na uravnavanje imunskega sistema 
Na podlagi rezultatov tega doktorskega dela smo predpostavili model delovanja ZV in njihove 
miRNA (Slika 20). Sproščeni ZV se primarno kopičijo v endolizosomalni poti tkivnih 
makrofagov ali fagocitnih celic v krvi, kot so monociti in granulociti. Te celice, ki delujejo kot 
APC in so del naravne imunosti, prepoznajo ZV in njihove miRNA v endolizosomalni poti s 
TLR7/8 receptorji. Na podlagi naših rezultatov in literature predvidevamo, da aktivacija 
TLR7/8 privede do prenosa aktivacijskega signala efektorskim celicam imunskega sistema kot 
so celice NK in celice T (37,38,189). Prenos aktivacijskega signala lahko poteče neposredno z 
medcelilčno interakcijo ali medcelično komunikacijo preko sproščenih citokinov in 
kemokinov. Aktivacija efektorskih celic T se odrazi s povečano proliferacijo efektorskih celic 
in povečano citotoksičnostjo ter izčrpanostjo celic T, kar nakazuje na razvoj avtoimunskega 
profila. V lokalnih tkivih lahko aktivacija tkivnih monocitov povzroči infiltracijo efektorskih 
celic in nastanek lokalnega vnetja. Dodaten stres s sproščenimi citokini izzove tudi stres 
endoplazemskega retikuluma (npr. v celicah beta Langerhansovih otočkov), kar lahko dodatno 
promovira sproščanje ZV z avtoantigeni. Tako lahko ZV in njihove ZV-miRNA delujejo kot 




Slika 20: Predpostavljen model delovanja ZV-miRNA na modulacijo imunskega sistema in potencialni 
razvoj avtoimunosti. ZV in z njimi ZV-miRNA vstopajo v fagocite primarno po endolizosomalni poti, 
kjer aktivirajo TLR7/8 pot, kar privede do aktivacije, proliferacije, povečane citotoksičnosti in 
izčrpanosti celic imunskega sistema. Aktivacija se odrazi z nastankom avtoimunskega profila, ki privede 
do propada celic beta Langerhansovih otočkov in nastanka SBT1. 
  




5.7 Dolžina telomer, reaktivne dušikove zvrsti in hiperglikemija pri sladkorni bolezni 
tipa 1 
miRNA imajo vlogo tudi pri uravnavanju dolžine telomer, zaščitnih jedrnih proteinskih struktur 
evkariontskih kromosomov, ki zagotavljajo stabilnost genoma in preprečujejo zlepljanje 
(fuzijo) kromosomov (72,147). Dolžina telomer se razlikuje med posamezniki, skupna 
značilnost pa je, da se krajšajo s številom celičnih delitev, saj telomerazni polimerazni 
kompleks ne more v celoti pomnožiti značilnih TTAGGG ponovitev linearne kromosomske 
DNA (65). Poleg replikacije na dolžine telomer vplivajo tudi dejavniki, ki povzročajo celični 
stres in s celičnim neravnovesjem povezanim nastankom reaktivnih celičnih zvrsti, kot so ROS, 
RNS in RCS, ki na nivoju DNA povzročajo spremembe dušikovih baz in lome verig DNA 
(67,70). miRNA regulirajo dolžine telomer preko regulacije izražanja telomeraznega 
polimeraznega kompleksa in zaščitnih šelterinskih proteinov (72). Poleg tega miRNA 
uravnavajo tudi izražanje antioksidativnih proteinov in tako vplivajo na antioksidativni status 
celic, hkrati pa sodelujejo tudi pri regulaciji proliferacije in apoptoze celic. Raziskave kažejo, 
da lahko tudi ZV sodelujejo pri celični senescenci in pospešujejo krajšanje dolžin telomer s 
prenosom ZV-miRNA z inhibicijo aktivnosti TERT in izzovejo proliferacijo celic imunskega 
sistema (72,196).  
Z analizo izražanja ZV-miRNA pri preiskovancih s SBT1 smo določili tudi miRNA z različnim 
izražanjem pri SBT1, za katere je znano, da lahko vplivajo na dolžine telomer. miRNA-375, ki 
je močneje izražena v celicah Langerhansovih otočkov in smo jo določili kot ZV-miRNA 
povišano izraženo ob propadu celic beta, lahko regulira telomerazno aktivnost preko izražanja 
14-3-3ζ (194). Proteini 14-3-3 imajo vlogo pri uravnavanju številnih celičnih procesov, 
izooblika 14-3-3ζ pa sodeluje pri usmerjanju in lokalizaciji TERT v jedro, kar vpliva na 
aktivnost TERT v jedru, ter tako regulira dolžine telomer. Pri infekciji s HPV miR-375 z 
zaviranjem prenosa TERT povzroči celično senescenco in zavira proliferacijo (194). Povišane 
vrednosti glukoze vplivajo tudi na izražanje hsa-miR-185-5p, ki s svojim delovanjem zavira 
izražanje glutation peroksidaze 1 (GPx-1). Antioksidativno delovanje GPx-1 ima pomembno 
vlogo pri zagotavljanju celičnega antioksidativnega statusa, njeno zmanjšano izražanje pa lahko 
privede do prekomernega nastajanja RS in hitrejšega krajšanja telomer zaradi lomov DNA, kar 
pospešuje razvoj zapletov SB (159). Poznane so tudi številne miRNA, ki lahko regulirajo tako 
izražanje TERT polimeraznih podenot kot tudi izražanje proteinov šelterinskega kompleksa, ki 
imajo zaščitno vlogo telomernih koncev in lahko posredno regulirajo in ohranjajo dolžine 
telomer. Ker smo ob propadu celic beta opredelili povišano izražanje ZV-miRNA, ki posredno 




vplivajo na dolžino telomer, smo želeli preveriti, ali so dolžine telomer pri SBT1 odvisne od 
glikemične urejenosti in celičnega stresa in RS. 
Analizirali smo rTL 61 preiskovancev, 23 preiskovancev s konstantno slabo urejenostjo SBT1 
in 38 preiskovancev s konstantno dobro glikemično urejenostjo SBT1. Preiskovanci s slabo 
glikemično urejenostjo so imeli tudi večjo glukozno variabilnost in s tem večje nihanje glukoze 
v krvi, kar predstavlja dodaten dejavnik tveganja razvoja zapletov SB. Preiskovancem smo z 
metodo pomnoževanja s polimerazo v realnem času določili dolžine telomer 297 kronoloških 
vzorcev DNA pri različni starosti in trajanju SBT1, ter določili vrednosti 8-NO2-Gua in hs-CRP 
v krvni plazmi. Dolžine DNA telomer so se pri naših preiskovancih s kronično slabšo 
glikemično urejenostjo krajšale hitreje kot pri preiskovancih z dobro glikemično urejenostjo 
(Slika 18). Pokazali smo, da kronična hiperglikemija in povečana glikemična variabilnost pri 
slabo urejeni sladkorni bolezni korelira tudi s porušenim antioksidativnim stanjem, ki se odraža 
s povišanimi vrednostmi 8-NO2-Gua v krvni plazmi preiskovancev s slabo glikemično 
urejenostjo SB (Slika 19). Razlik pri izražanju vnetnega označevalca hs-CRP v krvni plazmi 
nismo zaznali, saj zapleti SB pri osebah s SBT1 vključenih v raziskavo še niso bili zaznavno 
izraženi. Vseeno morda povišano izražanje hsa-miR-185-5p, ki smo ga določili s 
sekvenciranjem ZV-miRNA preiskovancev z 10-let trajajočo SBT1, nakazuje na zgodnji razvoj 
zapletov diabetične nefropatije (159), kar pa bi bilo potrebno potrditi v nadaljnjih raziskavah. 
Krajšanje telomer, ki je hitrejše pri preiskovancih s slabšo urejenostjo SBT1 dodatno potrjuje 
pomen doslednega zdravljenja s preprečevanjem hipoglikemičnih stanj in povišano GV že v 
zgodnjih letih, kmalu po izbruhu bolezni. 
  




5.8 Pomen raziskav ZV pri opredelitvi etiologije ter napredku na področju 
diagnostike in zdravljenja SBT1 
V doktorskem delu smo želeli iz različnih vidikov osvetliti pomen miRNA iz ZV pri razvoju in 
napredovanju SBT1. Izzive pri izvedbi raziskave in interpretaciji rezultatov je predstavljalo 
predvsem organsko specifično izražanje miRNA.  
Posamezne miRNA so lahko močno izražene v posameznih organih, kot so miR-122 v jetrih 
(154) in miR-375 v endokrinem pankreasu (167,197), vendar njihovo izražanje ni tkivno 
specifično, saj lahko posamezne miRNA v različnih tkivih regulirajo tudi več različnih 
presnovnih poti. Izražanje miR-122 je bilo poročano tudi v perifernih krvnih enojedrnih celicah 
(198) in pri številnih tumorjih (154,156,199), medtem ko je bilo izražanje miR-375 zaznano 
tudi v gastrointestinalnem traktu in pri tumorjih gastrointestinalnega trakta (200). Dodaten izziv 
na področju raziskav izražanja miRNA predstavljajo izooblike miRNA, ki se ravno tako lahko 
izražajo delno tkivno odvisno, kar povečuje kompleksnost samega področja analize in 
razumevanja miRNA. Zaradi nespecifičnega izražanja miRNA je majhna verjetnost, da bi bila 
lahko posamezna miRNA samostojen klinični označevalec bolezenskega stanja. Vendar ostaja 
možnost, da bo določanje ZV-miRNA profila več miRNA skupaj z ostalimi diagnostičnimi 
označevalci in morebitnimi modifikacijami RNA pripomoglo k natančnejši opredelitvi 
patološkega procesa in morda s tem tudi boljši klinični obravnavi.  
Stimulacijsko analizo ZV-miRNA smo opravljali s sintetičnimi vezikli, ki zgolj posnemajo 
dostavo miRNA z celičnimi vezikli, ne odražajo pa dejanske sestave ZV. Z uporabo sintetičnih 
veziklov smo predpostavili znotrajcelični vstop in delovanje ZV v endolizosomalni poti, čeprav 
imajo ZV možne tudi druge načine vstopa v celice. ZV-miRNA lahko delujejo na tarčne celice 
preko zunanjih receptorjev, kar smo izključili z aplikacijo samih miRNA v gojišče, kjer same 
miRNA niso sprožile aktivacije celic imunskega sistema. ZV pa lahko v stopajo v tarčne celice 
še preko zlivanja membran ZV in z različnimi načini endosomalnega sprejema, med drugim 
mikropinocitozo in makropinocitozo (121), ki imajo prav tako pomembno vlogo pri interakciji 
tarčnih celic z ZV. Ostalih načinov vstopa ZV v tarčne celice v tem doktorskem delu nismo 
opredeljevali. 
Dodatno razjasnitev razumevanja delovanja ZV-miRNA pri SBT1 in potrditev hipoteze tega 
doktorskega dela predstavlja določitev vpliva ZV izoliranih iz medija Langerhansovih otočkov 
na aktivacijo krvnih celic imunskega sistema. Pri stimulaciji celic imunskega sistema z ZV 
Langerhansovih otočkov smo ugotovili, da že sam precipitacijski regent za izolacijo ZV aktivira 
imunski sitem, zato so bili takšni eksperimenti neuspešni. Če bi uspeli izolirati ZV z drugimi 
metodami, bi nam lahko dodatno oviro pri raziskavah z ZV Langerhansovih otočkov 




predstavljala križna reaktivnost zaradi neujemanja proteinov MHC ZV in celic imunskega 
sistema preiskovancev. Predpogoj za opravljanje takšne raziskave bi bili ujemajoči HLA 
genotipi preiskovancev donorjev krvi in HLA donorja ZV medija Langerhansovih otočkov.  
Razlike v odzivnosti na stimulacijo med nSBT1 in ZK, ki nakazujejo na izčrpanost imunskega 
sistema bi bilo smiselno potrjevati z določanjem označevalcev izčrpanosti imunskega sistema. 
Vendar pa se izražanje teh označevalcev precej spreminja glede na stanje in razvoj izčrpanosti 
(201,202) in je s tega vidika precej zahtevno. Pri in vitro določanju stimulacije smo opazovali 
aktivacijo celic imunskega sistema z določanjem prehodnega označevalca proliferacije in 
citotoksičnosti celic T in celic NK, ne pa tudi ostalih celic imunskega sistema in podzvrsti NK 
in celic T. Metodološko omejitev določanja večjega števila celičnih označevalcev je 
predstavljala pretočna citometrija, pri kateri zaradi kombinacije detekcijskih barvil ni bilo 
mogoče določati večjega števila celičnih označevalcev. Alternativo pretočni citometriji 
predstavlja določanje izražanja s sekvenciranjem RNA posameznih celic (angl. single cell RNA 
sequencning), pri kateri se lahko določi transkriptomski profil več deset tisoč celic (203). Na 
podlagi transkripcijskega profila več tisoč celic se določi spremembe v populacijah celic in 
spremembe celičnih populacij med preiskovanimi stanji. Določanje izražanja RNA s 
sekvenciranjem posameznih celic je za enkrat še precej draga metoda zaradi potrebne velike 
količine prebranih zaporedij, vendar pa bo v prihodnjih letih z nižanjem stroškov sekvenciranja 
tudi ta analiza postala dostopnejša. Metoda določanja izražanja RNA posameznih celic odpira 
novo poglavje na področju transkriptomike in celičnih procesov, dodatno pa je z njo možno 
odkrivati tudi tarčne podskupine celic, ki imajo pomembno vlogo pri razvoju bolezni. 
Uporabnost takšnega pristopa so pokazali na primeru cistične fibroze, kjer so opredelili tarčne 
celice (ionocite), ki pomembno prispevajo k razvoju bolezni in kažejo potencial za 
učinkovitejše zdravljenje bolezni (204). Morda bo možno z napredkom tehnologije določanje 
tudi RNA posameznih veziklov. 
Z razvojem natančnejših metod, ki bodo pojasnile patološko dogajanje na celičnem nivoju in 
omogočale natančnejše določanje ZV in njihovih molekul z vsemi modifikacijami bomo morda 
v prihodnje bolje razumeli etiologijo avtoimunskih bolezni in tako našli tudi primerna tarčna 
zdravila. Smiselno bi bilo tudi opredeliti direkten vpliv preiskovanih miRNA na dolžine telomer 
in nastanek zapletov SB, ter opredeliti potencialne tarče za posredovanje pri preprečevanju 
nastanka zapletov. 
Z razvojem pristopa, ki bo omogočal natančno določanje ZV-miRNA v majhnih volumnih 
vzorcev tekočinskih biopsij v realnem času, lahko upamo, da bodo ZV-miRNA postali uporabni 
tudi v klinični praksi. Glede na uporabo različnih metod za izolacijo ZV in določanje ZV 




molekul se pojavljajo potrebe po standardizaciji protokolov, česar se je že lotilo Mednarodno 
združenje za proučevanje zunajceličnih veziklov (angl. International Society for Extracellular 
Vesicles) (205,206), z namenom boljše primerljivost rezultatov raziskav. V strokovni literaturi 
je moč zaslediti tudi vedno več objav, v katerih na celičnih kulturah ali živalskih modelih 
proučujejo uporabnost ZV za namene zdravljenja. Na živalskih modelih so že pokazali, da 
lahko ZV z ZV-miRNA matičnih celic zaustavijo napredovanje in celo izboljšajo stanje 
poškodb diabetične nefropatije, saj delujejo protivnetno, antioksidativno in zavirajo apoptozo 
(207). ZV preiskujejo tudi kot pomožne terapevtike pri preprečevanju razvoja SBT1, pri čemer 
so pokazali, da ZV matičnih celic povečajo izražanje Treg populacij in z miRNA-375 
zagotavljajo uspešnejšo transplantacijo Langerhansovih otočkov (208,209). ZV s proteini Cas9 
kažejo tudi potencial tarčnega preurejanja genoma in tarčne regulacije izražanja genov, kar 
odpira nove priložnosti razvoja usmerjenih terapevtskih pristopov zdravljenja kompleksnih 
genetskih bolezni (210). ZV s svojim delovanjem predstavljajo izredno velik diagnostični in 
terapevtski potencial, ki pa ga bomo morali še dodobra proučiti, preden bo mogoč prenos v 
klinično prakso. 
  





ZV s svojimi komponentami omogočajo raziskovanje nastanka kompleksnih bolezni z neznano 
etiologijo. Predstavljajo tudi biološke označevalce bolezenskih stanj, za katere nimamo 
omogočenega vpogleda v celično dogajanje, hkrati pa ZV kažejo velik terapevtski potencial pri 
zdravljenju številnih bolezni. Namen raziskave doktorskega dela je bil opredelitev ZV 
preiskovancev s SBT1 in določitev funkcije ZV-miRNA pri patogenezi nastanka SBT1.  
 
Na podlagi rezultatov doktorskega dela lahko podamo sledeče odgovore na zastavljene 
hipoteze: 
 
 V periferni krvi človeka so prisotni ZV, ki vsebujejo značilne proteine Langerhansovih 
otočkov in najverjetneje izhajajo iz celic beta Langerhansovih otročkov. Hipotezo 
potrjuje TEM slikovna analiza ZV z označevanjem imunogold, ki kot prva raziskava 
dokazuje ZV izolirane iz krvne plazme s prisotnimi proteini z značilnim izražanjem v 
Langerhansovih otočkih in celicah beta. Prisotnost ZV celic beta v periferni krvi 
omogoča komunikacijo celic endokrinega pankreasa z drugimi celicami v človeškemu 
organizmu. 
 
 Zastopanost različnih zvrsti majhnih nekodirajočih molekul RNA, izoliranih iz 
zunajceličnih veziklov pri osebah s SBT1, se razlikuje od zdravih posameznikov. Za 
namen določanja različnega izražanja majhnih nekodirajočih molekul RNA smo 
izolirali ZV s precipitacijskim reagentom, s fenolno-kloroformno ekstrakcijo smo 
izolirali vezikularno RNA, pripravili knjižnice za sekvenciranje z metodo naslednje 
generacije sekvenciranja in vzorce sekvencirali z velikim zajemom podatkov. Z 
ustrezno bioinformatsko analizo smo analizirali sekvenčne podatke in s primerjalno 
analizo izražanja ZV-miRNA opredelili profile izražanja miRNA in zvrsti ZV-miRNA 
z različnim izražanjem pri skupinah preiskovancev z nSBT1, 10let-SBT1 in ZK, ki bi 
lahko bile vpletene v zgodnje faze razvoja SBT1 in so možen biološki označevalec 
SBT1. Dodatno smo opredelili ZV-miRNA pri transplantirancih Langerhansovih 
otočkov povezane z intenzivnim propadom celic beta.  
 
 Posamezne zvrsti majhnih nekodirajočih molekul RNA ne moremo opredeliti kot 
diagnostične in napovedne označevalce SBT1, saj izražanje posameznih miRNA ni 
tkivno specifično. Dodatno oviro pri uporabnosti bioloških označevalcev ZV-miRNA 




predstavlja njihova majhna diagnostična specifičnost, saj je lahko različno izražanje 
posameznih zvrsti miRNA povezano s številnimi fiziološkimi in bolezenskimi stanji. 
Morda bi bila kombinacija izražanja različnih miRNA uporaben diagnostičen in 
napovedni označevalec SBT1, kar pa bi morali potrjevati še z drugimi metodami. 
Dodatnega potrjevanja izbranih molekul ZV-miRNA z različnim izražanjem pri 
preiskovancih s SBT1 na večjih kohortah oseb s SBT1 in zdravih preiskovancev nismo 
izvedli zaradi dodatnih visokih stroškov. Namesto potrjevanja ZV-miRNA na večjih 
skupinah smo zato izvedli z in vitro funkcionalno raziskavo na imunskih celicah polne 
človeške krvi in tako dokazovali vpliv ZV-miRNA na aktivacijo in regulacijo 
imunskega sistema. 
 
 Posamezne zvrsti majhnih nekodirajočih molekul RNA značilno vplivajo na imunsko 
kompetentne celice oseb s SBT1. Rezultati in vitro funkcionalne študije na vzorcih 
polne krvi zdravih preiskovancev in preiskovancev s SBT1 ob stimulaciji z miRNA s 
sintetičnimi vezikli nakazujejo na vpletenost ZV-miRNA pri aktivaciji in regulaciji 
imunskega sistema. Ob stimulaciji z ZV-miRNA se aktivacija imunskega sistema pri 
osebah s SBT1 odraža z znaki avtoimunskega fenotipa. Aktivacija imunskega sistema 
se je odražala s povečano proliferacijo celic T CD8+ v primerjavi s celicami T CD4+ in 
izčrpanostjo imunskega sistema z zmanjšano proliferacijo celic T CD4+ v primerjavi z 
zdravimi posamezniki. Opredelitev kopičenja vezikularne miRNA v fagocitnih celicah 
v endolizosomalni poti in inhibicija aktivacije imunskega odgovora s klorokinom, 
potrjuje vpletenost TLR7 in TLR8 v prepoznavanje človeških miRNA in njihovo vlogo 
v regulaciji imunskega sistema. Človeške miRNA posredovane z ZV tako predstavljajo 
imunomodulatorne dejavnike, ki lahko sodelujejo pri razvoju SBT1. Odkritje nakazuje 
tudi potencialno možnost terapevtskega posredovanja z namenom preprečevanja 
razvoja SBT1. 
 
Ker miRNA regulirajo proliferacijo celic, vnetje in so udeležene tudi pri nastanku zapletov SB, 
smo v raziskavi dodatno opredelili tudi dolžine telomer kot označevalce celične senescence v 
odvisnosti od glikemične urejenosti SBT1. Meritve so pokazale, da imajo osebe s slabšo 
glikemično urejenostjo povišane vrednosti označevalcev RS in pospešeno krajšanje dolžin 
telomer v primerjavi z osebami s SBT1 s primerno glikemično urejenostjo. Raziskava dolžin 
telomer dodatno dokazuje pomen doslednega zdravljenja SBT1 z doseganjem primernih 
vrednosti in nihanja glukoze v krvi, kar lahko upočasni in prepreči razvoj zapletov SB. 





V raziskavah, ki bodo sledile in nadgradile dognanja tega doktorskega dela, načrtujemo 
določitev vpliva ZV celic beta in njihovih miRNA pri človeku z natančnejšo opredelitvijo 
sprememb imunskega sistema na celični in medcelični ravni. S tem tudi upamo, da nam bo 
uspelo natančneje ovrednotiti dejavnike in celične procese, ki privedejo do nastanka 
avtoimunosti, razvoja SBT1 in nastanka zapletov SB.  
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